Succession of root colonisation of species Lolium perenne L. with arbuscular mycorrhizal fungi after soil remediation process by Rajniš, Tatjana
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA AGRONOMIJO 
 
 
 
 
 
 
 
Tatjana RAJNIŠ 
 
 
 
 
 
SUKCESIJA KOLONIZACIJE KORENIN VRSTE 
Lolium perrene L. Z ARBUSKULARNIMI 
MIKORIZNIMI GLIVAMI PO POSTOPKU 
REMEDIACIJE TAL  
 
 
MAGISTRSKO DELO 
 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA AGRONOMIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tatjana RAJNIŠ 
 
 
 
 
SUKCESIJA KOLONIZACIJE KORENIN VRSTE Lolium perenne L. Z 
ARBUSKULARNIMI MIKORIZNIMI GLIVAMI PO POSTOPKU 
REMEDIACIJE TAL 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
SUCCESSION OF ROOT COLONISATION OF SPECIES Lolium 
perenne L. WITH ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AFTER 
SOIL REMEDIATION PROCESS 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
II 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa druge stopnje 
Agronomija. Delo je bilo opravljeno na Katedri za aplikativno botaniko, ekologijo, 
fiziologijo rastlin in informatiko Oddelka za agronomijo, na Biotehniški fakulteti.  
 
Študijska komisija Oddelka za agronomijo je za mentorja magistrskega dela imenovala 
doc. dr. Ireno Maček, za somentorico asis. dr. Natašo Šibanc in za recezenta prof. dr. 
Domna Leštana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica: prof. dr. Zlata LUTHAR 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
Članica:  doc. dr. Irena MAČEK 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
Članica:  asis. dr. Nataša ŠIBANC 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
Član:  prof. dr. Domen LEŠTAN 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
III 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
 
ŠD Du2 
DK UDK 631.453:504.5:631.466:631.847(043.2) 
KG AM glive, DSE, onesnažena tla, Glomeromycota, potencialno toksične kovine, 
remediacija, revitalizacija, Lolium perenne, inokulum 
AV RAJNIŠ, Tatjana  
SA MAČEK, Irena (mentorica), ŠIBANC Nataša (somentorica) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, Magistrski 
študijski program druge stopnje Agronomija 
LI 2019 
IN SUKCESIJA KOLONIZACIJE KORENIN VRSTE Lolium perenne L. Z 
 ARBUSKULARNIMI MIKORIZNIMI GLIVAMI PO POSTOPKU 
 REMEDIACIJE TAL 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP X, 52 str., 11 pregl., 18 sl., 73 vir.    
IJ sl 
JI sl/en 
AI Tla so omejen vir, pogosto onesnažen s težkimi kovinami. V nalogi smo preučili 
vpliv remediacije tal na parametre kolonizacije rastlinskih korenin z arbuskularnimi 
mikoriznimi (AM) glivami in septiranimi endofiti (SE), v povezavi z različnimi tipi 
tal. Zasnovali smo lončni poskus v katerem smo uporabili kisla tla iz Arnoldsteina 
(Avstrija) in karbonatna tla iz Mežiške doline (Slovenija). Polovico originalnih (s 
težkimi kovinami onesnaženih) tal 'orig' obeh lokacij smo remediirali 'rem' s 
kelatnim ligandom etilendiamin tetraocetna kislina (EDTA), ki učinkovito odstrani 
težke kovine iz tal. Z namenov revitalizacije tal smo v lonce posejali rastline 
trpežne ljuljke (Lolium perenne L.) in 'orig' ter 'rem' tlom dodali tudi inokulum 
(rizosferna tla), ki izvira iz biodiverzitetno bogatega, neonesnaženega območja 
(Savlje). V nalogi predstavljamo podatke o mikoriznem potencialu v 'orig' in 'rem' 
tleh in o mikoriznem potencialu v 'orig' in 'rem' tleh z dodanim inokulumom. 
Primerjali smo podatke o kolonizaciji z AM in SE glivami v dveh časovnih 
obdobjih (2016 in 2017). Opazili smo, da se je mikoriza pri nekaterih rastlinah 
vzpostavila po cca. 4 mesecih od setve rastlin Lolium perenne L. (setev, 11. 7. 
2016). V letu 2017 (četrto vzorčenje, 17. 11. 2017) je bila kolonizacija zaznana pri 
vseh obravnavanjih. Ugotovili smo, da so imela remediirana avstrijska tla značilno 
večjo kolonizacijo korenin Lolium perenne L. z AM glivami kot neremediirana tla, 
medtem ko smo pri slovenskih tleh opazili ravno obratno. Dodatek inokuluma 
(rizosferna tla) ni imel vpliva na večjo kolonizacijo AM gliv v koreninah rastlin. 
 
IV 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 631.453:504.5:631.466:631.847(043.2) 
CX AM fungi, DSE, contaminated soil, glomeromycota, potentially toxic metals, 
remediation, revitalization, Lolium perenne, inoculum 
AU RAJNIŠ, Tatjana  
AA MAČEK, Irena (supervisor), ŠIBANC Nataša  (co-advisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Agronomy, Master 
Study Programme in Agronomy 
PY 2019 
TI SUCCESSION OF ROOT COLONISATION OF SPECIES Lolium perenne L. 
WITH ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AFTER SOIL REMEDIATION 
PROCESS 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO X, 52 p., 15 tab., 5 fig., 73 ref.               
LA sl 
AL sl/en 
AB Soil is a limited resource often polluted by heavy metals. The study examined the 
effect of remediation on fungal parameters in arbuscular mycorrhizal (AM) fungi 
and septate endophytes (SE), in association with different soil types. We designed a 
pot experiment in which we used acidic soil from Arnoldstein (Austria) and 
carbonate soil from the Mežica valley (Slovenia). Half of the original (heavy metal 
polluted) soils of both sites were remediated with EDTA 
(ethylenediaminetetraacetic acid), which effectively removes heavy metals from the 
polluted soil. With the purpose of revitalizing the soil, we planted the plants of a 
perennial ryegrass (Lolium perenne L.), and we also added an inoculum 
(rhizosphere from a nearby grassland). The paper presents data on the mycorrhizal 
potential of AM fungi and SE in original and remediated soil and the mycorrhic 
potential of AM fungi and SE in original and remediated soil with added inoculum. 
We compared the data of the presence of AM fungi parameters in two time periods 
(2016 and 2017). We observed that mycorrhiza in some plants was established after 
about 4 months after sowing the plants of Lolium perenne L. (sowing, July 11, 
2016). In 2017 (fourth sampling, 17 November 2017), colonization was detected in 
all treatments. We found that the remediated Austrian soil had significantly higher 
colonization of the roots of Lolium perenne L. with AM fungi as non remediated 
soil, while in the Slovene soil was observed exactly the opposite. The use of 
inoculum (rhizosphere soil) did not lead to a higher presence of AM fungi in the 
roots of plants. 
 
V 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
KAZALO VSEBINE 
  STR. 
 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
 KAZALO VSEBINE                                                                                                V 
 KAZALO PREGLEDNIC                                                                                                VI 
 KAZALO SLIK                                                                                                IX 
 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI X 
1 UVOD 1 
1.1 POVOD ZA RAZISKAVO 1 
1.2 NAMEN DELA 2 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 2 
2 PREGLED OBJAV 3 
2.1 ONESNAŽENJE TAL S TEŽKIMI KOVINAMI 3 
2.1.1 Potencialno toksične kovine (PTK) 4 
2.1.1.1 Vpliv PTK na rastline 4 
2.1.1.2 Vpliv PTK na človeka 5 
2.1.2 Remediacija tal 5 
2.2 MIKORIZA 6 
2.2.1 Arbuskularna mikoriza 9 
2.2.1.1 Mikorizno stanje rastlin v tleh, onesnaženih s PTK 10 
2.2.2 Temni septirani endofiti in drugi septirani endofiti 11 
3 MATERIAL IN METODE 13 
3.1 TLA 13 
3.1.1 Onesnažena karbonatna tla z območja Mežiške doline  13 
3.1.2 Kisla tla z območja Stossau, Arnoldstein, Avstrija  14 
3.2 INOKULUM 15 
3.3 SEMENA TRPEŽNE LJULJKE (Lolium perenne L.) 15 
3.4 ZASNOVA POSKUSA 15 
3.5 VZORČENJE KORENIN  18 
3.5.1 Določevanje AM kolonizacije v koreninah rastlin 18 
3.5.2 Ocenjevanje mikorizne kolonizacije 19 
VI 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
3.5.3 Molekulska analiza prisotnosti DNA produktov AM gliv v koreninah 
vzorčenih rastlin 
22 
3.6 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 23 
4 REZULTATI 24 
4.1 TALNE LASTNOSTI IN REMEDIACIJA TAL 24 
4.2 MIKORIZA 25 
4.2.1 Arbuskularna mikoriza 27 
4.2.2 Modro obarvani septirani endofiti 32 
4.2.3 Temni septirani endofiti 35 
4.2.4 Molekulska analiza prisotnosti AM gliv v koreninah vzorčenih 
rastlin 
37 
5 RAZPRAVA 39 
5.1 TALNE LASTNOSTI IN REMEDIACIJA TAL 39 
5.2 MIKORIZA 40 
6 SKLEPI 43 
7 POVZETEK 45 
8 VIRI 47 
 ZAHVALA  
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
KAZALO PREGLEDNIC 
  STR. 
Preglednica 1: Karakteristike pomembnih tipov mikoriz (Smith in Read, 2008). 8 
Preglednica 2: Mejne in kritične imisijske vrednosti nevarnih snovi v tleh (Uredba o 
mejnih …, 1996). 
14 
Preglednica 3: Izbrane talne lastnosti in koncentracije težkih kovin v onesnaženih 
tleh iz območja Mežiške doline pred remediacijo z EDTA (cit. po 
Pintarič, 2018). 
14 
Preglednica 4: Izbrane talne lastnosti in koncentracije težkih kovin v onesnaženih 
tleh iz območja Stossau, Arnoldstein pred remediacijo z EDTA (cit. 
po Pintarič, 2018). 
15 
Preglednica 5: Seznam oznak uporabljenih v nalogi.  17 
Preglednica 6: Izbrane talne lastnosti in koncentracije težkih kovin v tleh Mežiške 
doline (SLO) in iz Stossau (AT) pred in po remediaciji z EDTA (cit. 
po Pintarič, 2018).  
25 
Preglednica 7: Preučevani parametri kolonizacije arbuskularnih mikoriznih (AM) 
gliv, temnih septiranih endofitov (TSE) in modro obarvanih 
septiranih endofitov (MSE). 
26 
Preglednica 8: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih 
parametrov (frekvenca delov korenin z glivo F %, intenziteta 
mikorize M % in intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine 
m %) kolonizacije korenin L. perenne L. z AM glivami pred 
(originalna tla; orig) in po remediaciji (rem) glede na lokacijo 
(Stossau; AT in Mežiška dolina; SLO) in prisotnost inokuluma (+I), 
leta 2016. 
26 
Preglednica 9: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih 
parametrov kolonizacije korenin rastline Lolium perenne L. z AM 
glivami pred (orig) in po remediaciji (rem) glede na lokacijo 
(AT/SLO) in prisotnost inokuluma (+I), leta 2017. Različne črke 
označujejo statistično značilne razlike (p < 0,05) med obravnavanji, 
ki smo jih pridobili z Duncanovim testom mnogoterih primerjav. 
28 
Preglednica 10: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih struktur 
MSE gliv pred (orig) in po remediaciji tal (rem) glede na lokacijo in 
prisotnost inokuluma, leta 2017. Različne črke označujejo statistično 
značilne razlike (p < 0,05) med obravnavanji, ki smo jih pridobili z 
Duncanovim testom mnogoterih primerjav. 
33 
Preglednica 11: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih struktur 
TSE pred (orig) in po remediaciji (rem) tal glede na lokacijo in 
prisotnost inokuluma, leta 2017. Različne črke označujejo statistično 
značilne razlike (p < 0,05) med obravnavanji, ki smo jih pridobili z 
Duncanovim testom mnogoterih primerjav. 
35 
VIII 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
KAZALO SLIK 
  STR. 
Slika 1: Arbuskuli AM gliv v korenini rastline Lolium perenne L., ki so se pojavili 
v obravnavanju AT orig +R + inok (a), 16. 11. 2017. 
9 
Slika 2: Spore in vezikli AM gliv v korenini rastline Lolium perenne L., ki so se 
pojavili v obravnavanju AT rem + plant (d), 16. 11. 2017. 
10 
Slika 3: Temni septirani endofiti (TSE) v korenini rastline Lolium perenne L., ki so 
se pojavili v obravnavanju AT orig + R (a), 16.11.2017 (levo) in prikaz 
mikrosklerocijev v obravnavanju AT rem + R (c), 16. 11. 2017 (desno). 
12 
Slika 4: Endofitske glive (z modro obarvanimi hifami) v korenini rastline Lolium 
perenne L., ki so se pojavili v obravnavanju AT rem + plant (c), 16. 11. 
2017. 
12 
Slika 5: Lončni poskus na laboratorijskem polju Biotehniške fakultete. 13 
Slika 6: Prikaz postavitve poskusa, ki je potekal na laboratorijskem polju 
Biotehniške fakultete. 
14 
Slika 7: Ocenjevanje mikorizne kolonizacije v koreninah rastline Lolium perenne L. 
in gostote arbuskulov ter spor in veziklov v koreninskih segmentih po 
metodi Trouvelot in sod. (1986). 
20 
Slika 8: Povprečja po skupinah glede na tip tal (originalna/remediirana), lokacijo 
(AT/SLO) in prisotnost inokuluma pri AM glivah (F % – frekvenca delov 
korenin z glivo, M % – intenziteta mikorize, m – % intenziteta mikorize v 
koloniziranih delih korenine). 
29 
Slika 9: Frekvenca delov korenin (F %) rastline Lolium perenne L. z 
arbuskularnimi mikoriznimi (AM) glivami v avstrijskih (AT) in slovenskih 
(SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek 
inokuluma (+ I), za leto 2017. 
30 
Slika 10: Intenziteta mikorize (M %) rastlin Lolium perenne L. z arbuskularnimi 
mikoriznimi (AM) glivami v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, 
pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek inokuluma (+ I), za 
leto 2017. 
30 
Slika 11: Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) Lolium perenne 
L. z arbuskularnimi mikoriznimi (AM) glivami v avstrijskih (AT) in 
slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na 
dodatek inokuluma (+ I), za leto 2017. 
31 
Slika 12: Prisotnost spor in veziklov arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv, ki so bile 
prisotne v koreninah rastlin Lolium perenne L. v avstrijskih (AT) in 
slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na 
dodatek inokuluma (+ I), za leto 2017. 
32 
Slika 13: Povprečje po skupinah glede na tip tal (originalna/remediirana), lokacijo 34 
IX 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
(AT/SLO) in prisotnost inokuluma pri MSE (F % – frekvenca delov 
korenin z glivo, M % – intenziteta mikorize, m % –  intenziteta mikorize v 
koloniziranih delih korenine). 
Slika 14: Intenziteta mikorize (M %) rastlin Lolium perenne L. z modro obarvanimi 
septiranimi endofiti (MSE) v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, 
pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek inokuluma (+ I), za 
leto 2017. 
34 
Slika 15: Povprečja po skupinah glede na tip tal (originalna/remediirana), lokacijo 
(AT/SLO) in prisotnost inokuluma pri TSE (F % – frekvenca delov korenin 
z glivo, M % – intenziteta mikorize, m % – intenziteta mikorize v 
koloniziranih delih korenine). 
36 
Slika 16: Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) Lolium perenne 
L. s temnimi septiranimi endofiti (TSE) v avstrijskih (AT) in slovenskih 
(SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek 
inokuluma (+I), za leto 2017. 
37 
Slika 17: Pomnoženi fragmenti dolžine 550 bp značilnih za rRNA MA glive  na 1 % 
agaroznem gelu po PCR reakciji za I. (03. 08. 2016) in II. vzorčenje (2. 11. 
2016). 
38 
Slika 18: 
 
Pomnoženi fragmenti dolžine 550 bp značilnih za rRNA MA glive na 1 % 
agaroznem gelu po PCR reakciji za III. vzorčenje 07. 06. 2017. 
38 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
X 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
A% gostota arbuskulov v koreninski skorji 
a% gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo 
AM arbuskularna mikoriza 
AT orig avstrijska originalna tla 
AT rem avstrijska remediirana tla 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EDTA etilendiamin tetraacetat 
F% frekvenca delov korenin z glivo 
HCl klorovodikova kislina 
KOH kalijev hidroksid 
M% intenziteta mikorize 
m% intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine 
MSE modro obarvani septirani endofiti 
NO3
- nitrat 
orig originalna (ne-remediirana) tla 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PTK potencialno toksične kovine 
R rastlina  
rem remediirana tla 
RNA ribonukleinska kislina 
rRNA 
I 
ribosomalna ribonukleinska kislina 
inokulum 
SLO orig slovenska originalna tla 
SLO rem slovenska remediirana tla 
TSE temno septirani endofiti 
1 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
1 UVOD 
1.1 POVOD ZA RAZISKAVO 
Tla predstavljajo omejen naraven vir, ki je pogosto onesnažen s težkimi kovinami. Te se v 
okolju akumulirajo in trajno onesnažujejo tla ter lahko preko prehranjevalne verige močno 
vplivajo na zdravje ljudi in živali. Pojav onesnaženja tal s težkimi kovinami se je v zadnjih 
nekaj desetletjih močneje izrazil zaradi uporabe fosilnih goriv, odlaganja komunalnih 
odpadkov, rudarstva in industrije, uporabe pesticidov, kanalizacije in uporabe gnojil (Rehman 
in sod., 2017). Povečuje pa se tudi potreba po kmetijski proizvodnji zaradi naraščanja števila 
prebivalstva in vse večjih potreb po hrani in biogorivih (Jelusic in sod., 2013). Velik delež 
kmetijskih površin je degradiranih. Degradacija tal se v prvi vrsti dogaja (v svetovnem 
merilu) zaradi različnih človeških dejavnosti, kot so prekomerna paša domačih živali (≈ 35 
%), kmetijske dejavnosti (≈ 28 %), krčenja gozdov (≈ 30 %), prekomernega izkoriščanja 
zemlje za proizvodnjo lesa (≈ 7 %) in industrializacije (≈ 1 %) (Global Opportunity Report, 
2017). Za kmetijsko pridelavo se uporabljajo tudi onesnažena zemljišča, zato je nujna njihova 
remediacija.  
 
Remediacijo tal je mogoče doseči z različnimi metodami. Nekatere od teh metod vključujejo 
fizično izkopavanje in transport onesnaženih tal na odlagališča. Druge vključujejo uporabo 
solidifikacije in stabilizacije kovin, fitoekstrakcije onesnažil, pranje tal z ločevanjem in pranje 
tal z raztopinami soli, kislin in ligandov (ReSoil Envit, 2019). Vsaka metoda ima svoje 
prednosti in slabosti, izbira katere koli metode pa je odvisna od vrste onesnažila, ki ga je 
potrebno sanirati, od predlagane uporabe onesnaženega območja, razpoložljivega časa in 
finančnih sredstev (Chibuike, 2013). Ena novejših metod remediacije je uporaba liganda 
EDTA (etilendiamin-tetraocetna kislina) (Leštan, 2017). 
 
Postopek odstranitve težkih kovin iz tal negativno vpliva na kakovost tal in na večino talnih 
organizmov, zato je potrebna revitalizacija remediiranih tal pred ponovno uporabo (Maček in 
sod., 2016). Eden od načinov revitalizacije tal je uporaba inokulumov, ki vsebujejo vitalne 
talne mikroorganizme, med drugim tudi arbuskularne mikorizne (AM) glive. AM glive so 
pomembna funkcionalna skupina mikrobov v tleh v večini kopenskih ekosistemov. 
Ocenjujejo, da kolonizirajo korenine več kot 80 % kopenskih rastlin (Smith in Read, 2008), 
vključno s številnimi gospodarsko pomembnimi rastlinami. Arbuskularna mikoriza prispeva k 
rasti rastlin in večji odpornosti rastlin na nekatere dejavnike stresa (Lenoir in sod., 2016). AM 
glive so prisotne tudi v tleh, onesnaženih s težkimi kovinami, in dokazano je, da zmanjšajo 
toksičnost težkih kovin na rastline in pozitivno vplivajo na rast rastlin v teh ekstremnih 
okoljih (Maček in sod., 2016).  
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1.2  NAMEN DELA       
Namen naše raziskave je bil kvantificirati kolonizacijo korenin z AM glivami kot indikator 
mikoriznega potenciala v tleh, onesnaženih s težkimi kovinami, v primerjavi z remediiranimi 
tlemi v različnih časovnih intervalih.  
1.3 DELOVNE HIPOTEZE:  
Zastavili smo tri delovne hipoteze (H), ki so bile preverjene v sklopu raziskovalne naloge.  
 
H1: V tleh, onesnaženih s težkimi kovinami, bo večji mikorizni potencial kot v remediiranih 
tleh.  
 
H2: S časom se bo mikorizni potencial v remediiranih tleh povečal. 
 
H3: Pri rastlinah, inokuliranih z okoljskim inokulumom (rizosferna tla), bo večji delež korenin 
koloniziran z arbuskularnimi mikoriznimi glivami, kot v kontrolnih obravnavanjih (brez 
inokuluma).  
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2     PREGLED OBJAV 
2.1  ONESNAŽENJE TAL S TEŽKIMI KOVINAMI 
V literaturi se pogosto uporablja izraz »zdravje tal«, ki je podoben pojmu »kakovosti tal«. 
Zdrava tla morajo ustrezati številnim kemijskim, biološkim in fiziološkim kriterijem: imeti 
morajo ustrezno količino organske snovi, dobro strukturo in predstavljati habitat številnim 
organizmom. Te lastnosti omogočajo, da tla opravljajo številne pomembne funkcije. Zdravje 
kmetijskih zemljišč je povezano z zdravjem ljudi, saj se na degradiranih tleh pridela manj 
pridelkov in ti imajo zmanjšano hranilno vrednost. Vitalna tla pa vršijo številne ekosistemske 
storitve, med drugimi omejujejo erozijo in pripomorejo k izboljšanju kakovosti zraka in vode 
(Science Communication Unit, 2013).  
 
Izraz onesnaženo območje se nanaša na dobro opredeljeno območje, kjer je bila potrjena 
onesnaženost tal, kar predstavlja potencialno tveganje za ljudi, vodo, ekosisteme in druge 
organizme (EEA, 2014). Lokalno onesnaženje tal se pojavi zaradi intenzivnih industrijskih 
dejavnosti, neustreznega odlaganja odpadkov, rudarstva, vojaške aktivnosti ali nesreč, katere 
spremlja prekomerna količina onesnažil.   
 
Potencialno toksične kovine (PTK) predstavljajo slabo opredeljeno skupino anorganskih 
kemičnih onesnažil. Na onesnaženih območjih najpogosteje najdemo svinec (Pb), krom (Cr), 
cink (Zn), kadmij (Cd), baker (Cu), živo srebro (Hg) in nikelj (Ni). Tla so najpomembnejši 
ponor PTK, izpuščenih v okolje in za razliko od organskih onesnaževalcev, ki oksidirajo v 
ogljikov (IV) oksid z mikrobiološkim delovanjem, večina kovin ni podvržena mikrobni ali 
kemični razgradnji in njihova skupna koncentracija v tleh vztraja še dolgo po vstopu v tla 
(Wuana in Okieimen, 2011).  
 
Onesnaženost tal s PTK, zaradi onesnaževanja v preteklosti, predstavlja velik ekološki in 
gospodarski problem tudi v Sloveniji. Najbolj onesnažena območja z dolgoletno rudniško in 
topilniško dejavnostjo so Mežiška dolina, Celjska kotlina, Idrija in porečje Idrijce, v manjšem 
obsegu tudi Litija (svinec). Povečan delež kovin v tleh najdemo tudi na območju Jesenic 
(krom in nikelj) in v Zasavju (arzen). Raziskave in meritve v Sloveniji potekajo (1) na nivoju 
države – državni monitoring stanja tal (ROTS – Raziskave onesnaženosti tal Slovenije in (2) 
lokalne meritve stanja tal (različne raziskovalne naloge, geokemične raziskave, …) (Zupan in 
Grčman, 2018). 
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2.1.1  Potencialno toksične kovine (PTK) 
Usoda različnih kovin v naravnem okolju je zaskrbljujoča, zlasti v bližini rudnikov, 
odlagališč, v mestnih območjih in industrijskih središčih. Tla, usedline, voda in organski 
materiali lahko na teh območjih vsebujejo nadpovprečno količino PTK. Da bi ocenili učinke 
in potencialna tveganja, povezana z zvišanimi elementarnimi koncentracijami, je potrebno 
ugotoviti delež celotne elementarne številčnosti v vodi, usedlinah in tleh, ki so biološko 
razpoložljivi. Biodostopnost je delež celotnih kovin, ki so na voljo za vključitev v bioto 
(kopičenje v organizmih) (John in Leventhal, 2019). 
 
V tleh so potencialne toksične kovine (PTK) v različnih oblikah: raztopljeni ioni in organski 
kompleksi v talni raztopini, izmenljivi ioni absorbirani na trdne delce tal in oborine, kot del 
trdnih snovi v tleh. Raziskave so pokazale, da toksičnost za rastline, mikrobe in ljudi ne 
povzroča skupna koncentracija, temveč reaktivna frakcija težkih kovin v tleh. Vodotopne in 
izmenljive oblike težkih kovin so veliko bolj reaktivne in biološko razpoložljive kot oborine 
(Liu in sod., 2018). 
 
Na razporeditev težkih kovin v tleh vplivajo številni okoljski dejavniki, zlasti pH tal, redoks 
potencial, vsebnost gline, vsebnost Fe/Mn, vsebnost organske snovi in prisotnost drugih 
kationov in anionov v talni raztopini (Liu in sod., 2018). 
 
2.1.1.1 Vpliv PTK na rastline 
 
Nekatere PTK, kot so Cu, Fe, Zn, Co in Mn, so potrebne za normalno rast, razmnoževanje in 
razvoj rastlin. Te prehodne kovine so bistvene in veljajo za mineralna mikrohranila. Nekateri 
od teh elementov (Cu in Fe) so redoks aktivni, kar je podlaga za njihovo pojavljanje v obliki 
katalitično aktivnih kofaktorjev v mnogih metaloencimih (ang. metalloenzymes). Druge 
kovine (npr. Zn) imajo poleg katalitske vloge tudi strukturno funkcijo pri stabiliziranju 
proteinov. Vendar pa, kadar so prisotne v visokih koncentracijah, povzročajo nastanek 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) s škodljivimi posledicami za celico (Palmer in Guerinot, 
2009; Puig in Peñarrubia, 2009; Ferrol in sod., 2016). Poleg tega pa rastlino obremenjujejo še 
druge kovine (Hg, Cd in Pb) in polkovine, ki so lahko potencialno škodljive. Rastline so 
izpostavljene različnim koncentracijam PTK v okolju, ki nihajo od nizkih do visokih stopenj 
toksičnosti. Poleg tega morajo rastline zadovoljiti spremenljive zahteve različnih tkiv med 
rastjo in razvojem ali pa se odzvati na različne okoljske znake. Da bi izpolnile svoje zahteve 
za metabolične procese in zmanjšale škodljive učinke presežkov in primanjkljajev bistvenih 
PTK v okolju, so rastline razvile prilagodljive strategije homeostaze PTK. Ti homeostatični in 
detoksikacijski mehanizmi vključujejo poti prevzema kovin, kelacijo, dostavo kovin v celice, 
organele in encime ter sisteme za shranjevanje PTK in transport na daljše razdalje (DalCorso 
in sod., 2013; Viehweger, 2014; Ferrol in sod., 2016). 
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2.1.1.2 Vpliv PTK na človeka 
PTK se pogosto pojavljajo v okolju in prehrani. V majhnih količinah so potrebne za 
ohranjanje dobrega zdravja, vendar v večjih količinah lahko postanejo strupene ali nevarne. 
Toksičnost težkih kovin lahko zmanjša raven energije in poškoduje delovanje možganov, 
pljuč, ledvic, jeter, krvne sestave in drugih pomembnih organov. Dolgotrajna izpostavljenost 
lahko vodi do postopnega napredovanja fizičnih, mišičnih in nevroloških degenerativnih 
procesov, ki vodijo do razvoja bolezni, kot so multipla skleroza, Parkinsonova bolezen, 
Alzheimerjeva bolezen in mišična distrofija. Ponavljajoča se dolgotrajna izpostavljenost 
nekaterim kovinam in njihovim spojinam lahko celo povzroči raka. Stopnja toksičnosti 
nekaterih težkih kovin je lahko tik nad koncentracijami v ozadju, ki so naravno prisotne v 
okolju (Jaishankar in sod., 2014).  
2.1.2  Remediacija tal    
Globalno gledano je 5 milijonov območij, ki pokrivajo 20 milijonov hektarjev zemljišč, kjer 
so tla onesnažena z različnimi težkimi kovinami ali polkovinami (Liu in sod., 2018). V 
zahodni, osrednji in jugovzhodni Evropi je več kot 1,8 milijona onesnaženih območij, od 
katerih jih je 240.000 potrebnih remediacije (Machado, 2013, cit. po Voglar in Leštan, 2014).  
Remediacija tal je izraz za sanacijo oz. čiščenje onesnaženih zemljišč in se nanaša na različne 
postopke za odstranitev onesnažil, kot so ogljikovodiki (ostanki nafte in goriva), kovine, 
pesticidi, cianidi, hlapne snovi ... Remediacija tal je potrebna za čiščenje in vzdrževanje 
visokih standardov kakovosti tal, vode in zraka.  
Z leti so se razvile različne tehnike in-situ in ex-situ remediacije, ki jih lahko razdelimo na 
biološke (bioremediacija), fizikalno-kemijske in termične. Te tehnike se bistveno razlikujejo 
po učinkovitosti in stroških v praksi. Izbor metode pa je odvisen od lastnosti tal in od lastnosti 
onesnažil ter končne namembnosti zemljišč (Voglar in Leštan, 2014). 
Odstranjevanje kovin z reakcijo s kelatnimi reagenti je zelo učinkovita metoda, toda visoki 
stroški kelatnih reagentov, kot je etilendiamin-tetraocetna kislina (EDTA), so omejevali 
njihovo uporabo pri remediaciji tal, onesnaženih s PTK (Abumaizar in Smith, 1999). Leštan 
(2017) je predstavil novo tehnologijo (ReSoil) pranja tal s kelatnim sredstvom etilendiamin-
tetraacetat (EDTA), ki reciklira EDTA in procesne vode v zaprti zanki, ne proizvaja tekočih 
odpadkov in ne proizvaja emisij. Proces je abiotičen, nova tehnologija pa je stroškovno 
učinkovita, saj tehnologija uporablja poceni in odpadne materiale. ReSoil je tehnologija ex 
situ remediacije tal, onesnaženih s PTK. Čeprav postopek uspešno odstrani razpoložljive 
oblike Pb, Zn in Cd, pomembno zmanjšuje mikrobno aktivnost tal (Jelušič in Lestan, 2014). 
Postopki, potrebni za remediacijo onesnaženih tal s PTK, so pogosto škodljivi za večino živih 
organizmov v tretiranih tleh. Znano je, da je kakovost tal odvisna, poleg fizičnih in kemičnih 
lastnosti tal, tudi od raznolikosti in aktivnosti prisotne biote, zato je po končani remediaciji 
pomemben postopek revitalizacije tal (Maček in sod., 2016). Da se tla, remediirana z EDTA,  
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razvijejo v substrat, primeren za gojenje rastlin, je potrebno dodati manjkajoča mikrohranila 
in talne mikroorganizme. Toda tla so kompleksen sistem in ko pride do neuravnoteženega 
stanja, jih je težko obnoviti.  
2.2  MIKORIZA 
Termin »symbiotismus« (simbioza) je prvi opisal Frank (1877), kot nevtralni termin, ki ne 
vključuje parazitizma ampak temelji zgolj na redni koeksistenci različnih organizmov. Čez 
čas pa se je pomen simbioze spremenil. Termin simbioza se je vedno bolj uporabljal za opis 
vzajemno koristnih povezav med različnimi organizmi in paraziti (Smith in Read, 2008). 
Profesor A. B. Frank (1885) je bil prvi, ki je opisal simbiotsko razmerje med glivo in rastlino 
in to zvezo imenoval »mycorrhiza« (gr. Mykós = gliva, rhiza = rastlin) (Frank in Trappe, 
2005).  
 
Pri mikorizi gre za mutualističen odnos, v katerem gostiteljska rastlina glivo preskrbuje z 
ogljikovimi hidrati, ki nastanejo tekom fotosinteze, rastlina pa od nje dobiva mineralna 
hranila in vodo. Mikorizne glive zagotavljajo gostiteljski rastlini tudi zaščito pred določenimi 
patogeni (Pace, 2003). Imajo pomembno vlogo v kopenskih ekosistemih, saj uravnavajo cikle 
hranil in ogljika, ter vplivajo na različne procese ekosistemov (van der Heijden in sod., 2015), 
npr. agregacija tal (Rilling in Mummey, 2006), razgradnja odpadkov (Lindahl in sod., 2007). 
Mikoriza vpliva na rast in učinkovitost rastlin (vključno z rastlinsko produktivnostjo) in 
poveča toleranco na biotske (Pozo in sod., 2009) in abiotske dejavnike (npr. vodni 
primanjkljaj) (Porcel in sod, 2006; Kivlin in sod., 2013; Rapparini in Peñuelas, 2014).  
 
V osnovi razdelimo mikorizo na ektotrofno in endotrofno. Tipa mikorize se razlikujeta po 
tem, da hife ektomikoriznih gliv ne prodrejo v posamezne celice znotraj korenine, medtem ko 
pri endotrofni mikorizi pride do penetracije celične stene in vraščanja hif gliv v celico (Smith 
in Read, 2008).  
 
Ektomikoriza (ektotrofna mikoriza) je mutualistična povezava med glivami in višjimi 
rastlinami (golosemenke (Gymnosperm) ali kritosemenke (Angiosperm)) (Brundrett, 2008). Z 
morfološko anatomskega vidika ektomikoriza tvori funkcionalno ločeno enoto, ki deluje 
samostojno in jo predstavljajo hife gliv in koreninske celice, ki se nahajajo zunaj 
endodermisa. Glavna značilnost razlikovanja od drugih vrst mikorize je prisotnost treh 
strukturnih elementov: (1) hifni plašč – hife ektomikoriznih gliv tvorijo plašč okoli korenine 
in tudi rastejo v prostore med koreninskimi celicami – vendar ne prodrejo v celice korenin, (2) 
Hartigova mreža – struktura (mrežasta prevleka), podobna labirintu, zgrajena z razvejanimi 
hifami (Smith in Read, 2008), (3) zunajkoreninski micelij in njegove formacije, ki 
predstavljajo sistem hifnih komponent, ki se nahajajo izven plašča in se povezujejo s 
sporokarpom (trosnjakom) ektomikoriznih gliv. Na splošno, le 5-10 % kopenskih rastlin živi 
v povezavi z ektomikoriznimi glivami. Ektomikoriza se zlahka razlikuje od drugih tipov  
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mikorize na podlagi jasno opazne odsotnosti hif v intracelularnih prostorih (Nedelin, 2014). 
Če se pojavi, se tip mikorize klasificira kot ektendomikoriza (Peterson in sod., 2004).  
 
Endomikorizne glive (endotrofna mikoriza) ne rastejo samo znotraj korenine rastline, temveč 
prodrejo skozi stene koreninskih celic in vraščajo hife gliv v celico, kar omogoča večji prenos 
hranil med obema (Balestrini in Lumini, 2018). Endotrofno mikorizo lahko razdelimo na pet 
podskupin: arbuskularna mikoriza (AM), erikoidna mikoriza - značilna za red Ericales (Smith 
in Read, 2008), orhidejska mikoriza – v naravi orhideje (družina Orchidaceae) vzpostavijo tip 
simbiotične interakcije s specifičnimi talnimi glivami, ki omogočajo kalitev semen in razvoj 
odraslih rastlin. Semena orhidej, imenovana »prašna semena«, vsebujejo malo zalog hrane, 
ker jim primanjkuje endosperma, kolonizacija z glivami pa je bistvena za zagotavljanje 
glavnih hranilnih snovi, kot so ogljik (C) in dušik (N), in posledično tudi za njihovo kalitev 
(van der Heijden in sod., 2014), arbutoidna mikoriza – značilne za red Ericales in 
monotropoidna mikoriza. V preglednici 1 so predstavljene karakteristike pomembnih 
mikoriznih tipov.  
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2.2.1  Arbuskularna mikoriza    
Arbuskularna mikoriza je najpogostejši mikorizni tip. Prvič je bila prepoznana in opisana v 
zadnjih desetletjih 19. stoletja (Smith in Read, 2008). Izraz arbuskularna mikoriza (v 
nadaljevanju: AM) izhaja iz latinske besede »arbusculum« in grških besed Mykós in rhiza 
(malo drevo – gliva – korenina). AM ima dolgo zgodovino, več kot 400 milijonov let 
(Redecker in sod., 2000) in se pojavlja pri 70 % do 90 % obstoječih vrst kopenskih rastlin, 
oblikujejo jo glivni rastlinski simbionti iz debla Glomeromycota (Schüßler in sod., 2001; 
Smith in Read, 2008).  
 
AM glive so obligatorni biotrofi. V teh združenjih glive ne le kolonizirajo koreninsko 
skorjo, temveč tudi vzdržujejo obsežno mrežo zunajrodnih hif. V notranjosti korenin glive 
razvijejo specializirane strukture, imenovane arbuskuli (slika 1), ki olajšajo izmenjavo 
hranil med rastlino in glivo ter spore in vezikle (slika 2). Obsežen in zelo razvejan zunanji 
micelij, ki ga razvijejo AM glive v tleh, lahko absorbira hranila izven območja izčrpavanja 
in se razvija okoli korenin, kar zagotavlja novo pot, mikorizno pot, za prevzem in transport 
hranil z nizko mobilnostjo v tleh, posebno P, N in nekaj mikrohranil (Cu in Zn). V zameno 
pa rastlina zagotavlja glivi ogljikove hidrate (Ferrol in sod., 2016).  
 
Poleg absorpcije hranil, AM glive izboljšajo delovanje rastlin z večjo obrambo pred 
okoljskimi obremenitvami – biotskimi in abiotskimi, kot so suša, slanost, strupenost PTK 
in organskih onesnaževal (Smith and Read, 2008). Potencial AM gliv je, da na eni strani 
poveča prevzem kovinskih mikrohranil z nizko mobilnostjo, kadar rastline rastejo v tleh s 
pomanjkanjem teh elementov in da po drugi strani ublažijo toksičnost PTK v onesnaženih 
tleh (Ferrol in sod., 2016). 
 
 
Slika 1: Arbuskuli AM gliv v korenini rastline Lolium perenne L., ki so se pojavili v obravnavanju AT orig 
+R + inok (a), 16. 11. 2017. 
 
10 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
Slika 2: Spore in vezikli AM gliv v korenini rastline Lolium perenne L., ki so se pojavili v obravnavanju AT 
rem + plant (d), 16. 11. 2017. 
2.2.1.1 Mikorizno stanje rastlin v tleh, onesnaženih s PTK 
Ena od potencialno bioloških rešitev za izboljšanje odpornosti rastlin na toksičnost kovin 
in ponovno vzpostavitev rodnosti tal, onesnaženih s PTK, so simbioze rastlin z AM 
glivami. Dobro razvita mikorizna simbioza lahko izboljša preživetje rastlin v onesnaženih 
območjih z boljšim pridobivanjem hranil (P, N, Zn, Cu, Fe itd.), boljšim privzemom vode, 
odpornostjo na patogene, proizvodnjo fitohormona in prispevkom k agregaciji ter 
izboljšanju tal (Garg in Chander, 2009). 
AM glive kolonizirajo korenine rastlin in znatno zmanjšajo vnos PTK v rastlinske celice 
(Hildebrandt in sod., 2007). Prvič, pomagajo pri prevzemu elementov in drugič, »vzamejo« 
te elemente in jih shranijo ter tako preprečijo, da bi njihove koncentracije dosegle toksične 
ravni. Protein celične stene AM gliv – glomalin ima funkcijo keliranja kovin in zmanjšuje 
razpoložljivost kovin za rastline. AM glive, ki so povezane z rastlinami, ki so tolerantne na 
kovine, lahko prispevajo h kopičenju težkih kovin v koreninah v netoksični obliki znotraj 
sten hifnih celic ali kompleksirajo v fosfatne minerale znotraj celic (Garg in Chander, 
2009). 
Na različnih območjih, onesnaženih s PTK, je bilo izvedenih več študij o vplivu PTK na 
raznolikost in številčnost AM gliv, ki so večinoma temeljile na vrednotenju raznolikosti 
spor AM gliv. Znano pa je, da število spor ne odraža raznolikosti AM gliv v koreninah 
rastlin (Maček in sod., 2016). Vezikli, ki jih je pogosto težko razlikovati od spor, se 
pogosteje oblikujejo na najbolj onesnaženih lokacijah in se obravnavajo kot del strategije 
preživetja mikorize na mestih, onesnaženih s PTK (Regvar in Vogel-Mikuš, 2008). Študije 
kažejo, da mikorizne trave (npr. Agrostis capillaris, Sesleria caerulea, Calamagrostis 
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varia), ki običajno naseljujejo rudarska mesta, onesnažena s Zn, Cd in Pb, ohranjajo 
relativno konstantno (od 50 do 80 %) stopnjo mikorizne kolonizacije, medtem ko so zelo 
mikorizne rastlinske vrste večinoma manj onesnažene. Funkcionalni pomen ravni 
kolonizacije je še vedno predmet razprave, ki poudarja pomanjkanje razumevanja 
nastajanja posebnih struktur AM v rastlinskih koreninah. Učinek AM gliv na vnos kovin v 
rastline še ni povsem jasen.  
2.2.2  Temni septirani endofiti in drugi septirani endofiti 
Izraz endofit se nanaša na živi organizem, ki prebiva v rastlini (»endon« = znotraj; 
»phyton« = rastlina) (Schulz in Boyle, 2005). Izraz se uporablja za opis bakterijskih ali 
glivnih intracelularnih simbiontov rastlin, ki ne povzročajo vidnih znakov poškodb tkiva 
ali škodljivih učinkov na gostitelja (Petrini 1991; Wilson 1995; Stone et al. 2000; Schulz in 
Boyle 2005, povzeto po Kageyama in sod., 2008). Za razliko od mikoriznih gliv, ki 
kolonizirajo korenine rastlin in rastejo v rizosfero, endofiti prebivajo v celoti znotraj 
rastlinskih tkiv in lahko rastejo v koreninah, steblih in/ali listih.  
 
Temni septirani endofiti (TSE) obsegajo raznovrstno skupino gliv, ki naselijo korenine 
(sliki 3 in 4). TSE spadajo v red Helotiales in so pogosto konidialne askomicetne glive, ki 
kolonizirajo žive korenine rastlin, ne da bi povzročale očitne negativne učinke, kot je 
deorganizacija tkiv. Glive tvorijo temno pigmentirane in prepletene hife in mikrosklerocije 
v koreninah rastlin. Zabeležene so v koreninah skoraj 600 rastlinskih vrst, približno 320 
rodovih in 100 družinah (Jumpponen in Trappe, 1998) in se pogosto pojavljajo v stresnih 
okoljih kot so semiaridna travišča, arktični habitati in v okoljih, onesnaženih s PTK (Zhan 
in sod., 2011). 
 
TSE lahko zavirajo ali povečajo rast gostiteljske celice. Mehanizmi, ki vodijo do 
spremenljivih odzivov gostitelja pa so negotovi (Jumpponen, 2001). Ocene kažejo, da je 
delež rastlinskih vrst, koloniziranih s TSE, enak deležu rastlinskih vrst, koloniziranih z AM 
glivami. Kljub visoki pogostosti in sumu ekološkega pomena, so učinki kolonizacije TSE 
na rast rastlin in njihovo učinkovitost ostali nejasni (Mandyam in Jumpponen, 2015). 
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Slika 3: Temni septirani endofiti (TSE) v korenini rastline Lolium perenne L., ki so se pojavili v 
obravnavanju AT orig + R (a), 16.11.2017 (levo) in prikaz mikrosklerocijev v obravnavanju AT rem + R (c), 
16. 11. 2017 (desno). 
 
 
Slika 4: Endofitske glive (z modro obarvanimi hifami) v korenini rastline Lolium perenne L., ki so se pojavili 
v obravnavanju AT rem + plant (c), 16. 11. 2017. 
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3  MATERIAL IN METODE 
 
3.1 TLA 
 
V lončnem poskusu smo preučevali 3 tipe tal: karbonatna tla (Mežiška dolina, SLO), kisla 
tla (Stossau, Arnolstein, AT) in kontrolna tla iz območja Savelj. Polovica tal je bila 
remediirana s postopkom pranja tal s kelatnim ligandom EDTA (Leštan, 2017). 
 
3.1.1 Onesnažena karbonatna tla z območja Mežiške doline 
Mežiška dolina je bila več kot 300 let izpostavljena aktivnemu rudarstvu in taljenju. 
Rudarsko metalurška dejavnost je na tem območju delovala od leta 1665 do leta 1994 
(Finžgar in sod., 2014). Po prenehanju delovanja rudarske in talilne industrije pa je ostalo 
6600 ha kmetijskih zemljišč onesnaženih s svincem (Pb), cinkom (Zn) in kadmijem (Cd) 
(Jelusic in Lestan, 2014). Temu onesnaženju so izpostavljeni ljudje, ki v tem okolju živijo, 
zaradi česar je ogroženo njihovo zdravje. Prve analize vsebnosti Pb v krvi prebivalcev so 
bile izvedene med leti 1974 in 1976. Srednja vrednosti Pb v krvi predšolskih otrok je bila 
večja od 40 μg dL. Zaradi visoke vsebnosti svinca v okolju je bilo območje Zgornje 
Mežiške doline leta 2007 razglašeno za degradirano območje (Ivartnik in sod., 2015). Za 
dosego cilja, ki je doseči 95 % delež otrok z vsebnostjo svinca pod 100 μg/L, je potrebno 
nadaljevati z izvajanjem ukrepov za izboljšanje kakovosti okolja in zmanjševanja 
nevarnosti za zdravje prebivalcev (Odlok o območjih največje obremenjenosti okolja in o 
programu ukrepov za izboljšanje kakovosti okolja v zgornji Mežiški dolini, 2017). V 
preglednici 2 so predstavljene mejne in kritične imisijske vrednosti nevarnih snovi v tleh 
(Uredba o mejnih …, 1996). Stanje glede onesnaženosti okolja se izboljšuje, kot posledica 
sanacijskih ukrepov za zmanjševanje izpostavljenosti svincu (Pavlič in sod., 2010), kot je 
preplastitev makadamskih javnih površin, ureditev čiste zgornje plasti tal na javnih 
otroških igriščih, čiščenje in saniranje ostrešij in fasad vrtcev ter šol, mokro čiščenje 
utrjenih poti in varovalna prehrana v vrtcih, ter stalno ciljno informiranje in motiviranje 
prebivalstva o varnem bivanju v onesnaženem okolju. Za preverjanje učinkovitosti 
sanacijskih ukrepov pa se izvaja okrepljen monitoring zraka, tal in meritve vsebnosti 
svinca v krvi otrok. V začetni fazi se povišana koncentracija svinca pokaže v krvi, v 
kasnejših fazah pa ta vstopa v organe, zlasti v možgane. Zaradi razvoja organov in okostja 
je zato z zdravstvenega vidika potrebno poudariti pogostejšo kronično izpostavljenost 
otrok, starih do šest let, svincu, saj lahko vodi do živčno razvojnih motenj, ki se pokažejo 
šele v poznejših letih (Ivartnik in sod., 2015). 
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Preglednica 2: Mejne in kritične imisijske vrednosti nevarnih snovi v tleh (Uredba o mejnih …, 1996). 
NEVARNA SNOV MEJNA VREDNOST (mg/kg SUHIH 
TAL) 
KRITIČNA VREDNOST (mg/kg 
SUHIH TAL) 
Pb 85 530 
Zn 200 720 
Cd 1 12 
 
V preglednici 3 smo predstavili lastnosti tal in koncentracije težkih kovin v originalnih tleh 
Mežiške doline (SLO). 
 
Preglednica 3: Izbrane talne lastnosti in koncentracije težkih kovin v onesnaženih tleh Mežiške doline pred 
remediacijo z EDTA (cit. po Pintarič, 2018). 
TALNE LASTNOSTI ORIGINALNA TLA 
pH (CaCl2) 6,9 
Organska snov (%) 11,4 
C/N 14 
P2O5 (mg 100h) 185,5 
K2O 42,2 
Pesek (%) 57,5 
Melj (%) 36,7 
Glina (%) 5,8 
Pb (mg/kg) 1029,7 
Zn (mg/kg) 699 
Cd (mg/kg) 7,9 
 
3.1.2 Kisla tla z območja Stossau, Arnoldstein, Avstrija 
Kisla tla, ki smo jih uporabili v poskusu so bila vzorčena v Stossau, Arnoldstein. Območje 
se nahaja blizu slovenske meje. V preteklosti je na tem območju delovala talilnica Pb in Zn 
in je bila zaprta leta 1992, po 500 letih delovanja. Zaradi taljenja Pb in Zn v preteklosti so 
stanovanjska in kmetijska območja onesnažena s težkimi kovinami, predvsem s Pb (Friesl-
Hanl in sod., 2009). V preglednici 4 smo predstavili talne lastnosti tal in koncentracije 
težkih kovin v originalnih tleh iz območja Stossau, Arnoldstein (AT). 
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Preglednica 4: Izbrane talne lastnosti in koncentracije težkih kovin v onesnaženih tleh iz območja Stossau, 
Arnoldstein pred remediacijo z EDTA (cit. po Pintarič, 2018).  
TALNE LASTNOSTI ORIGINALNA TLA 
pH  5,0 
Organska snov (%) 5,2 
C/N 13 
P2O5 (mg/100g) 2,6 
K2O (mg/100g) 10,9 
Pesek (%) 43,7 
Melj (%) 44,9 
Glina (%) 11,4 
Pb (mg/kg) 799,8 
Zn (mg/kg) 437 
Cd (mg/kg) 5,4 
 
 
3.2 INOKULUM 
Tla smo inokulirali z naravnim inokulumom (rizosferna tla), ki izvira iz biodiverzitetno 
bogatega, neonesnaženega območja (Savlje). 
 
3.3 SEMENA TRPEŽNE LJULJKE (Lolium perenne L.) 
V lonce smo posejali semena trpežne ljuljke (Lolium perenne L., Semenarna Ljubljana), ki 
je dober gostitelj AM gliv, ima uniformno rast, tako nadzemno kot podzemno. Rastlina je 
odporna na škodljivce in je trajnica. Za izbiro najprimernejše rastlinske vrste je potrebno 
raziskati kovinske učinke na rastline skozi čas, s čimer se preveri ali kovine ostanejo v 
koreninskih sistemih in se ne prenesejo v nadzemne dele (Bidar in sod., 2009). Bidar in 
sod. (2009) poročajo o rezultatih, ki so pokazali, da rastlinski vrsti Trifolium repens L. in 
Lolium perenne L. dopuščata visoko koncentracijo kovin v tleh, kljub pojavu oksidativnih 
sprememb. 
 
3.4 ZASNOVA POSKUSA 
Lončni poskus (slika 5) je bil izveden na laboratorijskem polju Biotehniške fakultete, na 
Oddelku za agronomijo v sklopu raziskovalnega projekta z naslovom »Od nevarnega 
odpadka do živih tal – mikrobne združbe in interakcija tla-rastlina v s težkimi kovinami 
onesnaženih tleh pred in po remediaciji« (ARRS J4-7052, vodja doc. dr. Irena Maček). 
Postopek določitve mikorizne kolonizacije v koreninah rastlin je bil izveden na Katedri za 
aplikativno botaniko, ekologijo, fiziologijo rastlin in informatiko.  
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Slika 5: Lončni poskus na laboratorijskem polju Biotehniške fakultete. 
Na sliki 6 je prikazana postavitev poskusa, ki je potekal na laboratorijskem polju UL BF od 
23. 6. 2016. Rastline Lolium perenne L. smo posejali 11. 07. 2016, I. vzorčenje je bilo 03. 
08. 2016, II. vzorčenje je bilo 2. 11. 2016, III. vzorčenje je bilo 7. 06. 2017 in IV. 
vzorčenje je bilo 17. 11. 2017. I. in IV. vzorčenje smo uporabili v nalogi za oceno 
kolonizacije, medtem ko imamo rezultate I., II. in III. vzorčenja prikazane na sliki 15 in 16. 
Lončni poskus je bil postavljen v obliki faktorskega poskusa s 4 ponovitvami vsakega 
obravnavanja. V poskusu smo preučevali 3 tipe tal: karbonatna tla (Mežiška dolina, SLO), 
kisla tla (Stossau, Arnolstein, AT) in kontrolna tla, iz območja Savelj. Polovica tal je bila 
remediirana s postopkom pranja tal s kelatnim ligandom EDTA (Leštan, 2017). Originalna 
in remediirana tla so bila homogenizirana in presejana čez 2 mm sito in nato prenešena v 
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lonce, ki so bili napolnjeni s približno 2 cm kremenčevega peska, za lažje odtekanje vode 
na dnu, kjer je bil tudi iztok za vodo. 
 
Skupno število loncev vključenih v poskus je bilo 80. Z namenom revitalizacije tal smo 
remediiranim in onesnaženim tlom dodali inokulum (rizosferna tla), ki izvirajo iz 
ekstenzivnega travnika iz okolice, ter v lonce posejali rastline trpežne ljuljke (Lolium 
perenne L.), ki je dobra gostiteljska rastlina za AM glive. Za namen magistrske naloge smo 
uporabili 40 loncev, ki so vsebovali rastline.  
 
Slika 6: Zasnova lončnega poskusa, ki je potekal na laboratorijskem polju Biotehniške fakultete. 
Postavitev poskusa 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
1         
2 R 
 
R 
 
R 
 
R 
 
3 R R+I R R+I R R+I R R+I 
4 R+I R R+I R R+I R R+I R 
5         
6         
7 R  R 
 
R 
 
R 
 
8 R R+I R R+I R R+I R R+I 
9 R+I R R+I R R+I R R+I R 
10         
1 
 Originalna tla – Avstrija (AT orig)                                       R    Posejana rastline 
 Remediirana tla – Avstrija (AT rem)                                       I     Dodatek inokuluma  
 Originalna tla – Slovenija (SLO orig) 
 Remediirana tla – Slovenija (SLO rem) 
 Originalna tla – Kontrola (KONT orig) 
 Remediirana tla – Kontrola (KONT rem) 
 
V nalogi uporabljamo oznake, ki so definirane glede na lokacijo in tip tal. Oznake so 
predstavljene v preglednici 5.  
 
Preglednica 5: Seznam oznak uporabljenih v nalogi. 
OBRAVNAVANJE LOKACIJA TIP TAL 
AT orig Avstrija, Stossau, Arnoldstein Originalna tla 
AT rem Avstrija, Stossau, Arnoldstein Remediirana tla 
SLO orig Slovenija, Mežiška dolina Originalna tla 
SLO rem Slovenija, Mežiška dolina Remediirana tla 
+ I – dodatek inokuluma   
 
                                                 
1 za to nalogo smo uporabili korenine 40 obravnavanj, ki so obarvana; neobarvani prostori so druga 
obravnavanja (brez dodanih rastlin), ki niso bila vključena v nalogo; kontrola ni bila vključena v statistično 
analizo. 
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3.5 VZORČENJE KORENIN IN SHRANJEVANJE 
Vzorčenje korenin je potekalo v dveh letih (3. 8. 2016 in 17. 11. 2017). Vzorčili smo na 3 
mestih v posameznem loncu. Nato smo korenine ročno očistili in sprali z vodo ter narezali 
na manjše delce. Za oceno kolonizacije korenin z AM glivami smo sveže korenine shranili 
v epruvete s 70 % etanolom. Za molekulske analize pa smo del korenin dali v papirnate 
vrečke in jih posušili.  
3.5.1 Določanje AM kolonizacije v koreninah rastlin 
Kolonizacijo korenin z arbuskularno mikorizo smo kvantificirali po predhodni presvetlitvi 
korenin s KOH in naknadnem barvanju glivnega tkiva znotraj korenin z barvilom (triptan 
modro).  
 
Priprava raztopin 
Za postopek barvanja korenin smo pripravili naslednje raztopine:  
• 10 % KOH: v merilni valj smo dali 100 g KOH in dolili destilirano vodo do 1 litra; 
• 1N HCl: 41,7 ml kisline smo dodali v destilirano vodo do skupnega volumna 500 
ml, priprava je potekala v digestoriju; 
• Barvilo tripan modro: 80 mg tripan modrega smo raztopili v 1 l laktoglicerola; 
• laktoglicerol: 40 g (242 ml) mlečne kisline, 80 g (465 ml) glicerola, 40 g (293 ml) 
destilirane vode. 
Test 
Za določitev časa presvetljevanja s KOH smo izvedli test. Pomembno je, da se korenine ne 
prekuhajo. Testirali smo z različnimi časi (5, 10 in 15 minut). Vzeli smo 5 koreninic za 
vsak čas. Po opravljenem testu smo se odločili, da je optimalni čas presvetljevanja 10 
minut.  
Barvanje korenin po Trouvelot in sod. (1986) 
1/3 koreninic, ki smo imeli shranjene v 70 % etanolu smo prestavili v čaše, narezali na 
približno 1 cm velike koreninice in 4-krat sprali pod tekočo vodo. Korenine smo zelo rahlo 
in previdno razmikali, da se te niso poškodovale. Sušilnik smo predhodno segreli na 
približno 90 °C.  
 
Postopek barvanja je sestavljen iz presvetljevanja, zakisanja in barvanja tkivnih struktur.  
Presvetljevanje in zakisanje 
Vodo, v kateri smo spirali koreninice smo odlili in dolili 10 % KOH, ravno toliko, da smo 
prekrili koreninice. Nato smo čaše za 10 minut prestavili v ogret sterilizator (90 °C). Ta 
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korak je iz celic korenin odstranil večino citoplazme in jeder in je pomemben, saj so 
korenine bolj prosojne in so brez celičnih struktur, ki bi jih barvilo lahko obarvalo. Po 
opravljenem presvetljevanju smo odlili 10 % KOH in zopet 4-krat sprali z navadno vodo. 
Nato smo dolili 1N HCl in pustili stati 5 minut. Ta korak je pomemben, saj se barvilo lažje 
veže na strukture AM gliv v kislem okolju (Koske in Gemma, 1989). 
Barvanje tkivnih struktur 
Po petih minutah smo odlili HCl in dolili barvilo triptan modro, ki selektivno obarva hitin. 
Ker je barvilo strupeno smo uporabili nitrilne rokavice. Čaše smo prestavili v ogret 
sterilizator (> 90 °C) za 10 minut. Barvilo smo zaradi strupenosti zlili v posebno posodo. 
Koreninice smo 4-krat sprali z navadno vodo, toliko da voda ni več bila modra. Po 
opravljenem barvanju smo koreninam dolili laktoglicerol in jih shranili v hladilnik.  
Priprava preparatov 
Korenine, ki smo imeli shranjene v laktoglicerolu smo prestavili na petrijevke. Koščke 
korenin (velikost približno 1 cm) smo prenesli s pinceto na objektna stekelca. Korenine 
smo previdno razmikali, da jih ne bi poškodovali. Na eno objektno stekelce smo prenesli 
15 koreninic. Za posamezni vzorec smo potrebovali 30 koreninic. Zato smo objektna 
stekelca označevali s številko vzorca in črkama A (število koreninic od 1 do 15) in B 
(število koreninic od 16 do 30). Koreninicam smo dodali nekaj kapljic laktoglicerola in 
pokrili s krovnim steklom.  
3.5.2 Ocenjevanje mikorizne kolonizacije 
Pri posameznem vzorcu se je ocenjevala mikorizna kolonizacija in gostota arbuskulov ter 
spor v določenih razredih pod svetlobnim mikroskopom po metodi Trouvelot in sod. 
(1986). Mikorizno kolonizacijo smo ocenili pri AM glivah, modro obarvanih septiranih 
endofitih (MSE) in temnih septiranih endofitih (TSE). Ocene so bile podane na osnovi 
šestih razredov. Če mikorizna kolonizacija ni bila opažena, smo podali oceno 0, če pa je 
bila mikorizna kolonizacija opažena smo podali ocene od 1 do 5 (slika 7). Pri AM glivah 
smo ocenili tudi gostoto arbuskulov in gostoto spor ter veziklov. Ocene smo podali na 
osnovi štirih opisnih razredov od 0 do 3, kjer je ocena 0 predstavljala korenine brez 
arbuskulov, ocena 3 pa z veliko arbuskuli (slika 7). Oceno posameznega segmenta smo 
beležili v ocenjevalno tabelo. 
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Slika 7: Ocenjevanje mikorizne kolonizacije v koreninah Lolium perenne L. in gostote arbuskulov ter spor in 
veziklov v koreninskih segmentih po metodi Trouvelot in sod. (1986). 
Na podlagi tako pridobljenih ocen smo s programom Mycocalc izračunali glivne 
parametre: frekvenco delov korenin z glivo (F %), intenziteto mikorize (M %), intenziteto 
mikorize v koloniziranih delih korenin (m %), gostoto arbuskulov v delu korteksa z 
mikorizno kolonizacijo (a %) in gostoto arbuskulov v koreninskem sistemu (A %).  
Za izračun parametrov kolonizacije korenin z AM glivami smo uporabili naslednje 
formule. 
 
 
 
21 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
Frekvenca delov korenin z glivo 
F (%) = (število mikoriziranih korenin / število vseh korenin) * 100                                                   ... (1) 
 
F (%) vrednost odraža razpoložljivost propagulov AM gliv v tleh.  
Intenziteta mikorize 
M (%)= (95 n5+ 70 n4+ 30 n3+ 5 n2+ n1) / (število vseh korenin),                                                     ... (2) 
 
kjer je n5, n4, n3, n2, in n1 število fragmentov, razvrščenih v posamezni razred.  
M (%) nam daje informacijo, kolikšen del koreninske skorje celotnega koreninskega 
sistema je koloniziran z AM glivami. 
Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine 
m (%) = M * (število vseh korenin) / (število mikoriziranih korenin) = M * 100 / F                           … (3) 
 
m (%) nam pove, kolikšna je infektivnost glive, tudi če glivnega inokuluma v tleh (F %) ni  
veliko.  
Gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo 
a (%) = (100 m A3 + 50 m A2 + 10 m A1) / 100                                                                                  … (4) 
 
kjer je: 
 
m A3 = [(95 n5A3 + 70 n4A3 + 30 n3A3 + 5 n2A3 + n1 A3) / št. mikoriziranih korenin] * 100 / m,      ... (5) 
 
kjer je: 
n1 A3, n2 A3, ..., n5 A3 = število fragmentov z gostoto arbuskulov v razredu A3 v 
posameznih razredih za mikorizno kolonizacijo.  
 
a (%) je gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo. Odraža potencial  
mikoriznih simbiontov in kaže nivo fiziološke kompatibilnosti. 
Gostota arbuskulov v koreninski skorji 
A (%) = a * (M / 100)                                                                                                                            ... (6) 
 
A (%) je gostota arbuskulov v koreninskem sistemu oziroma kvalitativna ocena mikorizne  
in situ. 
 
Navedene parametre smo izračunali s pomočjo računalniškega programa Mycocalc  
(Trouvelot in sod., 1986). 
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3.5.3 Molekulska analiza prisotnosti DNA produktov AM gliv v koreninah 
vzorčenih rastlin 
 
Za določitev prisotnosti AM gliv v vzorcih korenin smo uporabili metodo verižne reakcije 
s polimerazo (PCR) Uporabili smo molekulski označevalec jedrne DNA ribosomske RNA 
(rRNA) – male podenote ribosoma (SSD). Dolžina pomnoženega produkta PCR je 550 
baznih parov. Prikaz prisotnosti ali odsotnosti PCR produktov AM gliv na agaroznem gelu 
je uporabljen kot dodatno potrdilo o povečanju kolonizacije z AM glivami tekom trajanja 
poskusa. 
 
a) Ekstrakcija DNA  
Za določitev sestave združbe AM gliv, smo korenine rastlin homogenizirali z uporabo 
Retsch mešalnega mlina (Retsch, Nemčija). DNA smo izolirali iz 50 mg očiščenih in suhih 
korenin z uporabo izolacijskih kitov MoBio PowerPlant (MoBio Laboratories, Inc., 
Carlsban, CA, ZDA), po navodilih proizvajalca.  
 
b) Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Za določitev prisotnosti DNA AM glive smo pomnožili 550 bp dolg fragment DNA male 
podenote ribosoma (SSD rRNK) AM gliv iz izolata celokupne DNA s parom začetnih 
oligonukleotidov: AM1 (5'-GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3') – specifični začetni 
oligonukleotid za AM glive (Helgason in sod., 1998) in NS31 (5'-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3') – splošni evkariontski začetni oligonukleotid 
(Simon in sod., 1992).  
 
PCR smo izvedli v 25 µL reakcijski mešanici, kamor smo dodali 1 µL izolirane DNA, 12,5 
µL REDTaq Ready Mix z MgCl2 (Sigma-Aldrich), 3 µM vsakega začetnega 
oligonukleotida (AM1 in NS31) ter 0,05 µL T4 Gene 32 Protein (New England BioLabs).  
 
Pogoji pomnoževanja v aparatu za Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler (Thermo 
Fisher Scientific), so bili: začetna denaturacija 95 °C za 3 min.; denaturacija je potekala 5 
ciklov pri 94 °C za 30 s, prileganje pri 58 °C za 45 s in podaljševanje pri 72 °C za 45 s; in 
nato je denaturacija potekala 27 ciklov pri 94 °C za 30 s, prileganje pri 62 °C za 45 s in 
podaljševanje pri 72 ° C za 45 s; in nato še 72 °C za 10 min.  
 
c) Vizualizacija PCR pomnožkov na agaroznem gelu 
Pripravili smo 1 % agarozni gel velikosti 20x24,5 cm in debeline 5 mm. Gelsko raztopino 
smo pripravili v 1x TBE pufru. Gel smo pripravili tako, da smo najprej zmešali ustrezen 
volumen 1xTBE pufra z vodo in dodali ustrezno količino agaroze in dobro premešali ter s 
segrevanjem do vretja stopili agarozo. Gelsko raztopino smo ohladili.  
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Na gel smo nanesli 5 µL PCR vzorca. Nanesli smo tudi dolžinski standard (GeneRuler 1 
kb DNA Ladder – Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je potekala v TBE pufru pri 
napetosti 110 V, 300 A, 50 min. Nato smo gel za 15 min pomočili v Etidijev bromid (veže 
se v DNA) in za 10 min v vodo (razbarva agarozni gel). Gel smo slikali na Gel Doc XR 
(BIO-RAD). 
3.6 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
V poskusu pridobljene podatke smo uredili v MS Excel (Microsoft Office Professional 
Plus 2016). V Excel programu smo izračunali povprečja in standardne napake štirih 
ponovitev za vsa obravnavanja. Povprečne vrednosti za glivne parametre kolonizacije smo 
transformirali z arcsin transformacijo in korenjenjem vrednosti. Podatke smo statistično 
analizirali v programu R (R core Team, 2018). Vpliv remediacije, lokacije in inokuluma ter 
njihove interakcije, smo ugotavljali z uporabo enosmerne analize variance (ANOVA). Če 
so bile razlike statistično značilne (p < 0,05), smo uporabili Duncanov test, ki pokaže, med 
katerimi obravnavanji so razlike.  
 
Rezultate gostote arbuskulov zaradi velikega števila korenin, ki niso vsebovale arbuskulov, 
nismo statistično ovrednotili.  
 
Rezultate smo prikazali v obliki slik in preglednic.  
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3 REZULTATI 
4.1 TALNE LASTNOSTI IN REMEDIACIJA TAL 
V nalogi smo preučevali dve lokaciji z različnimi tipi tal: karbonatna tla iz Mežiške doline 
(SLO) in kisla tla iz Stossau, Arnoldstein (AT). V preglednici 6 smo predstavili izbrane 
lastnosti tal in koncentracije težkih kovin v originalnih (onesnaženih) tleh, kot tudi v 
remediiranih tleh Mežiške doline in iz območja Stossau, Arnoldstein.  
 
Izbrana tipa tal imata različen prvotno izmerjen pH. Opazili smo tudi razlike v vsebnostih 
organske snovi in rastlinam dostopnih hranil. Kisla tla iz Avstrije so imela nižji pH (pH = 
5,0) in manj organske snovi (5,2 %) v primerjavi s karbonatnimi tlemi iz Slovenije (pH = 
6,9, org. snov = 11,4 %). Po preglednici o kislosti tal, ki se nahaja v Slovenski klasifikaciji 
tal (Prus in sod., 2015), smo slovenska tla razvrstili v nevtralna do zmerna alkalna tla, 
avstrijska tla pa v kisla do zmerno kisla tla. Začetno izmerjeno C/N razmerje je bilo višje 
pri slovenskih tleh (C/N = 14), v primerjavi z avstrijskimi (C/N = 13). Slovenska tla so 
vsebovala večji delež peska (57,5 %) in manjši delež melja (36,7 %) ter gline (5,8 %), v 
primerjavi z avstrijskimi, ki so vsebovala 43,7 % peska, 44,9 % melja in 11, 4 % gline. 
Slovenska tla so bila dobro založena s P2O5 (185,5 mg/100g) in K2O (42,2 mg/100g) v 
primerjavi z avstrijskimi, ki so vsebovala 2,6 mg/100g P2O in 10,9 mg/100g K2O. Začetne 
izmerjene vrednosti Pb, Zn in Cd so bile višje v slovenskih tleh. Ta so vsebovala 1029,7 
mg/kg Pb, 699 mg/kg Zn in 7,9 mg/kg Cd. Avstrijska tla pa so vsebovala 799,8 mg/kg Pb, 
437 mg/kg Zn in 5,4 mg/kg Cd. 
 
Remediacija tal z EDTA je povzročila dvig pH pri obeh tipih tal. Slovenskim tlom se je pH 
vrednosti dvignila iz 6,9 na 7,3, medtem ko se je avstrijskim pH vrednost povišala iz 5,0 na 
6,2. Vendar pa je remediacija tal z EDTA povzročila zmanjšanje vsebnosti organske snovi 
pri obeh tipih tal in nižje C/N razmerje. Slovenskim tlom se je organska snov zmanjšala iz 
11,4 % na 7 % in C/N razmerje iz 4 na 1, medtem ko se je avstrijskim organska snov 
zmanjšala iz 5,2 % na 4,9 % in C/N razmerje iz 13 na 12. Po remediaciji tal z EDTA so 
bila slovenska tla zelo dobro založena s P2O5 (192,4 mg/kg) in K2O (26,3 mg/kg), v 
primerjavi z avstrijskimi, ki so vsebovala 8,5 mg/kg P2O5 in 23,1 mg/kg K2O. Razmerje 
med količino peska, melja in gline se pred in po remediaciji razlikuje. Pred remediacijo so 
bila slovenska in avstrijska tla teksturno lažja (saj vsebujejo večji delež peska), v 
primerjavi z remediiranimi tlemi iz istih lokacij, ki vsebujejo večji delež melja in gline. 
Slovenskim tlom je remediacija znižala delež peska iz 57,5 % na 43,7 %, avstrijskim tlom 
pa iz 43,7 na 34,5 %. Po remediaciji tal z EDTA se je v slovenskih tleh vsebnost melja 
povečala iz 36,7 % na 53,6 %  in vsebnost gline iz 5,8 % na 7,3 %. Avstrijskim tlom je 
remediacija tal z EDTA zvišala vsebnost melja iz 44,9 % na 50,6 % in vsebnost gline iz 
11,4 % na 14,9 %. 
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Remediacija tal z EDTA je učinkovito zmanjšala vsebnosti Pb, Zn in Cd v tleh. Največ Pb, 
Zn in Cd je bilo v slovenskih tleh. Po remediaciji tal z EDTA se je v slovenskih tleh 
vrednosti Pb znižala iz 1029,7 mg/kg na 451,9 mg/kg, vrednost Zn iz 699 mg/kg na 493 
mg/kg in vrednost Cd iz 7,9 mg/kg na 3,7 mg/kg. Remediacija tal z EDTA je učinkovito 
znižala količino Pb, Zn in Cd tudi v avstrijskih tleh. Vrednosti Pb se je znižala iz 799,8 
mg/kg na 216,8 mg/kg, vrednost Zn iz 437 mg/kg na 243 mg/kg in vrednost Cd iz 5,4 
mg/kg na 1,3 mg/kg. V preglednici 3 so predstavljene mejne in kritične vrednosti nevarnih 
snovi v tleh. Glede na te podatke lahko vidimo, da vrednosti Pb, Zn in Cd v remediiranih 
tleh ne presegajo več kritičnih vrednosti.  
 
Preglednica 6: Izbrane talne lastnosti in koncentracije težkih kovin v tleh Mežiške doline (SLO) in iz Stossau, 
Arnoldstein (AT) pred in po remediaciji z EDTA (cit. po Pintarič, 2018). 
TALNE LASTNOSTI ORIGINALNA TLA REMEDIIRANA TLA 
 MEŽICA STOSSAU MEŽICA STOSSAU 
pH  6,9 5,0 7,3 6,2 
Organska snov (%) 11,4 5,2 7 4,9 
C/N 14 13 10 12 
P2O5 (mg/100g) 185,5 2,6 192,4 8,5 
K2O (mg/100g) 42,2 10,9 26,3 23,1 
Pesek (%) 57,5 43,7 40,1 34,5 
Melj (%) 36,7      44,9               52,6             50,6                
Glina (%) 5,8 11,4 7,3 14,9 
Pb (mg/kg) 1029,7 799,8 451,9 216,2 
Zn (mg/kg) 699 437 493 243 
Cd (mg/kg) 7,9 5,4 3,7 1,3 
 
 
4.2 MIKORIZA 
V nalogi smo ocenjevali kolonizacijo korenin Lolium perenne L. z arbuskularnimi 
mikoriznimi (AM) glivami, s temnimi septiranimi endofiti (TSE) in z modro obarvanimi 
septiranimi endofiti (MSE). Primerjali smo povprečne vrednosti ocenjenih glivnih struktur 
(frekvenca delov korenin z glivo F %, intenziteta mikorize M %, intenziteta mikorize v 
koloniziranih delih korenine m %, gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno 
kolonizacijo a % in gostota arbuskulov v koreninski skorji A %, ter gostota spor in 
veziklov). Preglednica 6 prikazuje, kateri glivni parametri so bili ocenjeni pri posamezni 
skupini gliv. 
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Preglednica 7: Preučevani parametri kolonizacije arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv, temnih septiranih 
endofitov (TSE) in modro obarvanih septiranih endofitov (MSE).  
GLIVNI PARAMETRI AM GLIVE TSE GLIVE MSE GLIVE 
F (%) ✓ ✓ ✓ 
M (%) ✓ ✓ ✓ 
m (%) ✓ ✓ ✓ 
A (%) ✓ ✖ ✖ 
a (%) ✓ ✖ ✖ 
Spore in vezikli ✓ ✖ ✖ 
 
Omenjene parametre kolonizacije korenin z AM glivami, TSE in MSE naštete v 
preglednici 7 smo ocenjevali na dveh lokacijah (Avstrija, Stossau, Arnoldstein – AT in 
Slovenija, Mežiška dolina – SLO), pred (originalna tla – orig) in po remediaciji tal 
(remediirana tla – rem), glede na prisotnost (+ I) ali odsotnost (brez) inokuluma, za leti 
2016 in 2017.  
 
Stopnja mikorizne kolonizacije z AM glivami v koreninah rastline Lolium perenne L. je 
bila v letu 2016 ocenjena samo pri dveh obravnavanjih in sicer pri originalnih avstrijskih 
tleh z in brez inokuluma (AT orig in AT orig + I), kakor je razvidno v preglednici 8. V 
ostalih vzorcih iz leta 2016 mikorizne kolonizacije ni bilo.  
Preglednica 8: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih parametrov (frekvenca delov 
korenin z glivo F %, intenziteta mikorize M % in intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine m %) 
kolonizacije korenin L. perenne L. z AM glivami pred (originalna tla; orig) in po remediaciji (rem) glede na 
lokacijo (Stossau; AT in Mežiška dolina; SLO) in prisotnost inokuluma (+ I), leta 2016. 
OBRAVNAVANJE F (%) M (%) m (%) 
AT orig  0,83  ± 0,83 0,01  ± 0,01 0,25  ± 0,25 
AT rem  0  ± 0 0  ± 0 0  ± 0 
AT orig + I 3,33  ± 0,33 0,52  ± 0,52 3,88  ± 3,88 
AT rem + I  0  ± 0 0  ± 0 0  ± 0 
SLO orig  0  ± 0 0  ± 0 0  ± 0 
SLO rem  0  ± 0 0  ± 0 0  ± 0 
SLO orig + I 0  ± 0 0  ± 0 0  ± 0 
SLO rem + I 0  ± 0 0  ± 0 0  ± 0 
 
Podatki in rezultati ocenjenih parametrov kolonizacije (frekvenca delov korenin z glivo F 
%, intenziteta mikorize M %, intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine m %, 
gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo a % in gostota arbuskulov v 
koreninski skorji A %, ter gostota spor in veziklov) korenin rastlin Lolium perenne L. z 
arbuskularnimi mikoriznimi (AM glivami), s temnimi septiranimi endofiti (TSE) in modro 
obarvanimi septiranimi endofiti (MSE), iz leta 2017, so predstavljeni v poglavjih 4.2.1 
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Arbuskularna mikoriza, 4.2.2 Modro obarvani septirani endofiti in 4.2.3 Temni septirani 
endofiti.  
 
4.2.1 Arbuskularna mikoriza 
 
Ocenjevali smo frekvenco delov korenin z glivo (F %), intenziteto mikorize (M %), 
intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine (m %), gostoto arbuskulov v delu 
korteksa z mikorizno kolonizacijo (a %) in gostoto arbuskulov v koreninski skorji (A %), 
ter gostoto spor in veziklov arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv v koreninah rastlin Lolium 
perenne L., v letu 2017. Omenjene parametre kolonizacije korenin z AM glivami smo 
ocenjevali na dveh lokacijah (Avstrija, Stossau, Arnoldstein – AT in Slovenija, Mežiška 
dolina – SLO), pred (originalna tla – orig) in po remediaciji tal (remediirana tla – rem), 
glede na prisotnost (+ I) ali odsotnost inokuluma, za leto 2017 (preglednica 9). 
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Slika 8 prikazuje vpliv postopka remediacije tal na povprečne frekvence delov korenin z 
glivo F (%), intenziteto mikorize M (%) in tudi intenziteto mikorize v koloniziranih delih 
korenine m (%) v slovenskih (SLO) in avstrijskih (AT) tleh z ali brez dodanega inokuluma. 
Opazili smo, da imela slovenska originalna tla večji mikorizni potencial kot remediirana 
tla. Avstrijska originalna tla so imela manjši mikorizni potencial kot remediirana tla. Pri 
slovenskih tleh (SLO) lahko opazimo, da so bile vrednosti izmerjenih parametrov pri 
remediiranih tleh (povprečna frekvenca delov korenin z glivo F (%), intenziteta mikorize 
M (%) in tudi intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine m (%)) nižje kot pred 
remediacijo (originalna tla). Ravno obratno pa smo opazili pri avstrijskih (AT) tleh. 
Opazili smo, da so imela avstrijska remediirana tla višje vrednosti izmerjenih parametrov 
(frekvenca delov korenin z glivo F (%), intenziteta mikorize M (%) in tudi intenziteta 
mikorize v koloniziranih delih korenine m (%) kot originalna tla. Z izjemo pri avstrijskih 
tleh z dodanim inokulumom (AT + I), kjer je bila intenziteta mikorize v koloniziranih delih 
korenine m (%) nižja kot v originalnih tleh.  
 
 
Slika 8: Povprečja po skupinah glede na tip tal (originalna/remediirana), lokacijo (AT/SLO) in prisotnost 
inokuluma pri AM glivah (F % – frekvenca delov korenin z glivo, M % – intenziteta mikorize, m – % 
intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine). 
Frekvenca delov korenin z glivo F (%) 
Rezultati so pokazali, da ni razlik med remediiranimi in ne-remediiranimi tlemi ter 
slovenskimi in avstrijskimi tlemi (preglednica 10). Opazili pa smo značilen vpliv dodatka 
inokuluma (F vrednost = 6,801; p < 0,0154). Test mnogoterih primerjav je pokazal, da je 
bila frekvenca delov korenin Lolium perenne L. z AM glivami v avstrijskih remediiranih 
tleh (AT rem) značilno večja od slovenskih remediiranih tal brez in z dodatkom inokuluma 
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(SLO rem, SLO rem + I), avstrijskih remediiranih tal in originalnih tal z dodatkom 
inkoluma (AT rem + I, AT orig + I) in slovenskih originalnih tal z dodatkom inokuluma 
(SLO orig + I) (slika 9).  
 
 
 
Slika 9: Frekvenca delov korenin (F %) rastline Lolium perenne L. z arbuskularnimi mikoriznimi (AM) 
glivami v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek 
inokuluma (+ I), za leto 2017. 
Intenziteta mikorize M (%) 
Na intenziteto mikorize sta imeli močan statistično značilen vpliv interakcija med 
remediacijo in lokacijo (F vrednost = 11,053; p < 0,00284) in interakcija med lokacijo in 
inokulumom (F vrednost = 10,539; p < 0,00343). Prav tako pa je imel sam dodatek 
inokuluma (F vrednost = 4,529; p < 0,04378) statistično značilen vpliv na intenziteto 
mikorize. Test mnogoterih primerjav je pokazal, da je bila intenziteta mikorize (M %) 
značilno višja v avstrijskih remediiranih tleh (AT rem) v primerjavi z ostalimi 
obravnavanji (slika 10). 
 
 
 
Slika 10: Intenziteta mikorize (M %) rastlin Lolium perenne L. z arbuskularnimi mikoriznimi (AM) glivami 
v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek 
inokuluma (+ I), za leto 2017. 
 
31 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
Intenziteta mikorize v koloniziranih delih rastline m (%) 
Na intenziteto mikorize v koloniziranih delih rastline (m %) je imela statistično značilen 
vpliv interakcija med remediacijo in lokacijo (F vrednost = 5,650; p < 0,0258) in 
interakcija med lokacijo in inokulumom (F vrednost = 5,746; p < 0,0247). Če primerjamo 
obravnavanja (slika 11) znotraj avstrijskih tipov tal (remediirana/originalna, dodan 
inokulum/brez inokuluma), so imela avstrijska remediirana tla (AT rem) značilno večjo 
povprečno intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) od vseh ostalih 
avstrijskih tal (AT orig, AT orig + I, AT rem + I). Primerjava obravnavanj (slika 11) 
znotraj slovenskih tipov tal (remediirana/originalna, dodan inokulum/brez inokuluma) pa je 
pokazala, da so imela slovenska originalna tla z dodanim inokulumom (SLO orig + I) 
statistično večjo intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) od slovenskih 
remediiranih tal z ali brez dodatka inokuluma (SLO rem tal, SLO rem + I). 
 
 
 
Slika 11: Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) Lolium perenne L. z arbuskularnimi 
mikoriznimi (AM) glivami v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) 
tal, glede na dodatek inokuluma (+ I), za leto 2017. 
Gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo a (%) 
Rezultate gostote arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo (a %), zaradi 
velikega števila korenin, ki niso vsebovale arbuskulov, nismo statistično ovrednotili in zato 
smo predstavili le povprečja in standardne napake. Povprečna vrednost gostote arbuskulov 
v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo (a %) rastlin Lolium perenne L. je bila v letu 
2017 najvišja pri slovenskih originalnih tleh (SLO orig) (povprečna vrednost je znašala 
16,8 %). Pri avstrijskih originalnih (AT orig) in remediiranih (AT rem) tleh in avstrijskih 
originalnih tleh z dodanim inokulumom (AT orig + I) pa je bila zelo nizka in ni presegla 1 
%, pri ostalih primerih pa sploh ni bila zaznana (preglednica 9).  
Gostota arbuskulov A (%) 
Rezultate gostote arbuskulov (A %) zaradi velikega števila korenin, ki niso vsebovale 
arbuskulov, nismo statistično ovrednotili in zato smo predstavili le povprečja in standardne 
napake. Povprečna vrednost gostote arbuskulov v koreninski skorji rastlin Lolium perenne 
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L. je bila v letu 2017 najvišja pri slovenskih originalnih tleh (SLO orig) (povprečna 
vrednost je znašala 16,8 %). Pri avstrijskih originalnih (AT orig) in remediiranih (AT rem) 
tleh in avstrijskih originalnih tleh z dodanim inokulumom (AT orig + I) je bila povprečna 
vrednost gostote arbuskulov (A %) zelo nizka in ni presegla 1 %, pri ostalih primerih pa 
sploh ni bila zaznana (preglednica 9).  
Gostota spor in veziklov  
Na gostoto spor in veziklov je imela močan statistično značilen vpliv interakcija med 
remediacijo in lokacijo (F vrednost = 14,100; p < 0,0009). Prav tako je na gostoto spor in 
veziklov statistično značilno vplivala tudi interakcija med lokacijo in inokulumom (F 
vrednost = 12,234; p < 0,0018). Statistično značilen vpliv na gostoto spor in veziklov pa 
sta tudi imela lokacija (F vrednost = 10,697; p < 0,0032) in dodatek inokuluma (F vrednost 
= 9,510; p < 0,0051). Rezultati so pokazali, da so imela avstrijska remediirana tla (AT rem) 
značilno večjo gostoto spor in veziklov od odstalih obravnavanj (slika 12).  
 
Slika 12: Prisotnost spor in veziklov arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv, ki so bile prisotne v koreninah 
rastlin Lolium perenne L. v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, 
glede na dodatek inokuluma (+ I), za leto 2017. 
 
4.2.2 Modro obarvani septirani endofiti 
Ocenjevali smo frekvenco delov korenin z glivo (F %), intenziteto mikorize (M %), in 
intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) modro obarvanih septiranih 
endofitov (MSE) v koreninah rastlin Lolium perenne L., v letu 2017. Omenjene parametre 
kolonizacije AM gliv smo ocenjevali na dveh lokacijah (Avstrija, Stossau, Arnoldstein – 
AT in Slovenija, Mežiška dolina – SLO), pred (originalna tla – orig) in po remediaciji tal 
(remediirana tla – rem), glede na prisotnost (+ I) ali odsotnost (brez) inokuluma, za leto 
2017 (preglednica 10). 
 
Pri ocenjevanju frekvence delov korenin (F %) z modro obarvanimi septiranimi endofiti 
(MSE) in intenziteto mikorize v koloniziranih delih rastline Lolium perenne L. (m %) 
nismo zaznali statistično značilnih razlik med obravnavanji. 
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Preglednica 10: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih struktur MSE gliv pred (orig) in 
po remediaciji tal (rem) glede na lokacijo in prisotnost inokuluma, leta 2017. Različne črke označujejo 
statistično značilne razlike (p < 0,05) med obravnavanji, ki smo jih pridobili z Duncanovim testom 
mnogoterih primerjav. 
OBRAVNAVANJE FREKVENCA 
DELOV KORENIN Z 
MSE (F %) 
INTENZITETA 
MIKORIZE (M %) 
INTENZITETA 
MIKORIZE V 
KOLONIZIRANIH 
DELIH KORENINE 
(m %) 
AT orig  30,8 ± 10,6a 2,0 ± 0,6bc 6,6 ± 2,5a 
AT rem  34,2 ± 13,9a 4,9 ± 2,8bc 13,8 ± 3,6a 
SLO orig  54,2 ± 14,4a 13,6 ± 14,4a 24,6 ± 3,0a 
SLO rem  19,2 ± 8,0a 1,2 ± 0,6c 5,4 ± 2,2a 
AT orig + I 25,0 ± 11,4a 3,7 ± 1,0bc 28,8 ± 14,1a 
AT rem + I 25,0 ± 8,0a 3,7 ± 2,4bc 13,9 ± 6,1a 
SLO orig + I 42,5 ± 6,6a 5,8 ± 1,7b 15,4 ± 5,0a 
SLO rem + I 43,3 ± 5,3a 4,6 ± 0,7bc 11,2 ± 2,3a 
 
Slika 13 prikazuje vpliv postopka remediacije tal na povprečne frekvence delov korenin z 
glivo F (%), intenziteto mikorize M (%) in tudi intenziteto mikorize v koloniziranih delih 
korenine m (%) v slovenskih (SLO) in avstrijskih (AT) tleh z ali brez dodanega inokuluma. 
Opazili smo, da so imela slovenska originalna tla večji mikorizni potencial kot remediirana 
tla. Pri slovenskih (SLO) tleh brez dodanega inokuluma lahko opazimo, da so bile 
vrednosti izmerjenih parametrov pri remediiranih tleh (povprečna frekvenca delov korenin 
z glivo F (%), intenziteta mikorize M (%) in tudi intenziteta mikorize v koloniziranih delih 
korenine m (%)) nižje kot pred remediacijo (originalna tla). Pri avstrijskih tleh z dodanim 
inokulumom (AT + I) lahko opazimo, da je bil izmerjen parameter pri remediiranih tleh 
(povprečna intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine m (%)) nižji kot pri 
originalnih tleh, pri povprečni frekvenci delov korenin z glivo F (%) in intenziteti mikorize 
M (%) pa po remediaciji ni vidnega povečanja ali zmanjšanja. 
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Slika 13: Povprečje po skupinah glede na tip tal (originalna/remediirana), lokacijo (AT/SLO) in prisotnost 
inokuluma pri MSE (F % – frekvenca delov korenin z glivo, M % – intenziteta mikorize, m % –  intenziteta 
mikorize v koloniziranih delih korenine). 
Intenziteta mikorize M (%) 
Na intenziteto mikorize je statistično vplivala interakcija med remediacijo in lokacijo (F 
vrednost = 7,975; p < 0,00939 in interakcija med remediacijo, lokacijo in inokulumom (F 
vrednost = 7,644; p < 0,01077). Test mnogoterih primerjav je pokazal, da so imela 
slovenska originalna tla (SLO orig) večjo intenziteto mikorize M (%) od ostalih slovenskih 
tal (SLO orig + I, SLO rem in SLO rem + I) (slika 14).  
 
 
 
Slika 14: Intenziteta mikorize (M %) rastlin Lolium perenne L. z modro obarvanimi septiranimi endofiti 
(MSE) v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na dodatek 
inokuluma (+ I), za leto 2017. 
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4.2.3 Temni septirani endofiti 
Ocenjevali smo frekvenco delov korenin z glivo (F %), intenziteto mikorize (M %), in 
intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) temnih septiranih  endofitov 
(TSE) v koreninah rastlin Lolium perenne L., v letu 2017. Omenjene parametre 
kolonizacije AM gliv smo ocenjevali na dveh lokacijah (Avstrija, Stossau, Arnoldstein – 
AT in Slovenija, Mežiška dolina – SLO), pred (originalna tla – orig) in po remediaciji tal 
(remediirana tla – rem), glede na prisotnost (+ I) ali odsotnost (brez) inokuluma, za leto 
2017 (preglednica 11). 
 
Pri ocenjevanju frekvence (F %) delov korenin rastline Lolium perenne L. s temnimi 
septiranimi endofiti in intenziteto mikorize (M %) nismo zaznali statistično značilnih razlik 
med obravnavanji, razlike smo opazili pri intenziteti mikorize v koloniziranih delih 
korenine m (%), kar je predstavljano v poglavju Intenziteta mikorize v koloniziranih delih 
korenine (m %). 
 
Preglednica 11: Povprečne vrednosti ± standardna napaka prisotnosti glivnih struktur TSE pred (orig) in po 
remediaciji (rem) tal glede na lokacijo in prisotnost inokulum, leta 2017. Različne črke označujejo statistično 
značilne razlike (p < 0,05) med obravnavanji, ki smo jih pridobili z Duncanovim testom mnogoterih 
primerjav. 
OBRAVNAVANJE FREKVENCA 
DELOV KORENIN S 
TSE (F %) 
INTENZITETA 
MIKORIZE (M %) 
INTENZITETA 
MIKORIZE V 
KOLONIZIRANIH 
DELIH KORENINE (m 
%) 
AT orig 
 
63,4 ± 12,2a 
 
17,2 ± 8,1a 
 
22,2 ± 7,8ab 
AT rem  
 
67,5 ± 17,6a 
 
29,1 ± 9,0a 
 
42,6 ± 6,5a 
SLO orig 
 
45,8 ± 18,2a 
 
6,7 ± 4,5a 
 
9,6 ± 3,1b 
SLO rem  
 
51,7 ± 10,8a 
 
9,0 ± 1,2a 
 
19,2 ± 4,0ab 
AT orig + I 
 
25,8 ± 11,2a 
 
5,7 ± 4,4a 
 
15,6 ± 8,4b 
AT rem + I 
 
46,7 ± 13,1a 
 
13,6 ± 4,4a 
 
24,8 ± 6,0ab 
SLO orig + I 
 
45,8 ± 0,8a 
 
18,7 ± 1,1a 
 
41,3 ± 3,4a 
SLO rem + I 
 
45,8 ± 13,6a 
 
10,3 ± 5,7a 
 
15,9 ± 7,9b 
 
Slika 15 prikazuje vpliv postopka remediacije tal na povprečne frekvence delov korenin z 
glivo F (%), intenziteto mikorize M (%) in tudi intenziteto mikorize v koloniziranih delih 
korenine m (%) v slovenskih (SLO) in avstrijskih (AT) tleh z ali brez dodanega inokuluma. 
Opazili smo, da so imela slovenska in avstrijska originalna tla in tudi avstrijska originalna 
tla z dodanim inokulumom nižji mikorizni potencial kot remediirana tla. Pri slovenskih 
(SLO) tleh brez dodanega inokuluma lahko opazimo, da so bile vrednosti izmerjenih 
parametrov pri remediiranih tleh (povprečno frekvenco delov korenin z glivo F (%), 
intenziteto mikorize M (%) in tudi intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine m 
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(%)) višje kot pri originalnih. Pri slovenskih tleh z dodanim inokulumom (SLO + I) so bile 
vrednosti povprečne intenzitete mikorize M (%) in tudi povprečne intenzitete mikorize v 
koloniziranih delih korenine m (%) pri remediiranih tleh nižje kot pri originalnih, pri 
povprečni frekvenci delov korenin z glivo F (%) pa ni vidnega povečanja ali zmanjšanja po 
remediaciji. Opazili smo, da je pri avstrijskih remediiranih tleh večje povprečje frekvence 
delov korenin z glivo F (%), intenziteta mikorize M (%) in tudi intenziteta mikorize v 
koloniziranih delih korenine m (%). 
 
 
 
Slika 15: Povprečja po skupinah glede na tip tal (originalna/remediirana), lokacijo (AT/SLO) in prisotnost 
inokuluma pri TSE (F % – frekvenca delov korenin z glivo, M % – intenziteta mikorize, m % – intenziteta 
mikorize v koloniziranih delih korenine). 
Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) 
Na intenziteto mikorize v koloniziranih delih rastline Lolium perenne L. (m %) je značilno 
vplivala interakcija med remediacijo in inokulumom (F vrednost = 5,915; p < 0,0228) in 
interakcija med lokacijo in inokulumom (F vrednost = 6,537; p < 0,0173). Test mnogoterih 
primerjav je pokazal, da je intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine m (%) 
značilno večja pri slovenskih originalnih tleh z dodanim inokulumom (SLO orig + I), v 
primerjavi s slovenskimi remediiranimi tlemi z dodanim inokulumom (SLO rem + I). Pri 
avstrijskih remediranih tleh (AT rem) lahko opazimo, da je bila intenziteta mikorize v 
koloniziranih delih korenine m (%) značilno večja od slovenskih originalnih tal (SLO 
orig), avstrijskih originalnih tal z dodanim inokulumom (AT orig + I) in slovenskih 
remediiranih tal z dodanim inokulumom (SLO rem +I) (slika 16). 
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Slika 16: Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) Lolium perenne L. s temnimi septiranimi 
endofiti (TSE) v avstrijskih (AT) in slovenskih (SLO) tleh, pred (orig) in po remediaciji (rem) tal, glede na 
dodatek inokuluma (+I), za leto 2017.  
4.2.4 Molekulska analiza prisotnosti AM gliv v koreninah vzorčenih rastlin 
Uspešnost pomnoževanja v reakciji PCR smo preverili z gelsko elektroforezo v 1 % 
agaroznem gelu. Rezultati analize izbranih vzorcev so prikazani na sliki 17 in sliki 18. Pri 
vzorčenju 3. 8. 2016 smo opazili prisotnost pomnožkov AM gliv samo pri vzorcu 12 (AT 
orig + I) in vzorcu 37 (SLO rem + I). Drugo vzorčenje, ki ni vključeno v magistrsko 
nalogo (Maček in sod., 2018) je imelo nekoliko več pomnožkov, medtem ko so bili pri 
tretjem vzorčenju 17. 11. 2017 vidni pomnožki pri vseh obravnavanjih. Iz slik 16 in 17 
tako sklepamo, da so glivni endofiti potebovali nekaj časa – cca. 1 leto (od časa setve 
rastlin, 11. 07. 2016 do III. vzorčenja 07. 06. 2017), da so uspešno in v zadostni količini 
kolonizirali korenine rastline Lolium perenne L. Analiza prisotnosti AM glivnih PCR 
produktov tako sovpada z našimi rezultati kolonizacije.   
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Slika 17: Pomnoženi fragmenti dolžine 550 bp značilnih za rRNA MA glive na 1 % agaroznem gelu po PCR 
reakciji za I. (03. 08. 2016) in II. vzorčenje (2. 11. 2016). 
 
Slika 18: Pomnoženi fragmenti dolžine 550 bp značilnih za rRNA MA glive na 1 % agaroznem gelu po PCR 
reakciji za III. vzorčenje 07. 06. 2017. 
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5   RAZPRAVA  
5.1 TALNE LASTNOSTI IN REMEDIACIJA TAL 
Tla so dragocen in omejen vir, zato je zelo pomembno najti dobre rešitve za učinkovito 
obnovo degradiranih območij. Dokazano je, da je metoda pranja tal z EDTA stroškovno 
učinkovita rešitev za sanacijo tal, onesnaženih s PTK, vendar je negativna stran te 
obdelave tal njen vpliv na mikroorganizme v tleh in njihovo delovanje ter na lastnosti tal 
(npr. strukturo tal in stabilnost agregatov).  
 
V nalogi smo preučevali dve lokaciji z različnimi tipi tal: karbonatna tla iz Mežiške doline 
(SLO) in kisla tla iz Stossau, Arnoldstein (AT). Remediacija tal z EDTA je povzročila dvig 
pH pri obeh tipih tal, vendar pa je povzročila zmanjšanje vsebnosti organske snovi in nižje 
C/N razmerje pri obeh tipih tal. pH tal ima lahko močan vpliv na raznolikost in sestavo 
mikrobnih združb v tleh (Rousk in sod., 2010). Kisla tla so za rastline ostra okolja; visoke 
koncentracije aluminija (Al), vodika (H), in mangana (Mn) in nizka razpoložljivost kalcija 
(Ca), magnezija (Mg), kalija (K), fosforja (P) in nitrata (NO3) številnim vrstam 
zmanjšujejo možnosti preživetja (Postma in sod., 2007). Glede na naše rezultate ne 
moremo trditi, da je sam pH vplival na prisotnost AM gliv v tleh, saj nismo odkrili velikih 
razlik med avstrijskimi in slovenskimi tlemi. Razlike so se pojavljale v interakciji z 
remediacijo ali v interakciji z inokulumom.  
Po remediaciji tal z EDTA so bila slovenska tla zelo dobro založena s P2O5 in K2O, prav 
tako pa je remediacija tal z EDTA vplivala na povišanje P2O5 in K2O v avstrijskih tleh. 
Ugotovljeno je bilo, da so bila slovenska in avstrijska tla pred remediacijo (originalna) 
teksturno lažja kot po remediaciji.  
 
Rezultati naloge so pokazali učinkovito zmanjšanje vsebnosti Pb, Zn in Cd v originalnih 
tleh po remediaciji tal z EDTA. Vsebnosti Pb, Zn in Cd po remediaciji tal z EDTA niso 
presegale več kritičnih vrednosti. O učinkovitem zmanjšanju vsebnosti potencialno 
toksičnih kovin po remediaciji z EDTA poročajo tudi naslednji avtorji npr. Allen in Chen, 
1993; Udovic in Lestan, 2012. 
 
Dodatek inokuluma remediranim in originalnim tlom, ki je bil prenešen iz biodiverzitetno 
bogatega okolja na splošno ni vplival na povečanje parametrov AM gliv in s tem ni 
pokazal vpliva na revitalizacijo tal in vzpostavitev funkcionalne mikorize. Karakteristike 
inokuluma niso znane in verjetno bi bilo potrebno predhodno preučiti lastnosti inokuluma. 
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5.2 MIKORIZA 
Visoke koncentracije strupenih kovin v tleh imajo običajno negativen učinek na mikrobne 
procese. Med vsemi mikroorganizmi v tleh, onesnaženih s težkimi kovinami, so mikorizne 
glive tiste, ki zagotavljajo neposredno povezavo med tlemi in koreninami gostiteljskih 
rastlin in tvorijo simbiotično razmerje v kontaminiranih tleh (Leung in sod., 2013). V 
nalogi je predstavljen poskus revitalizacije remediranih tal z dodanim inokulumom in 
rastlinami z uporabo kvantifikacijskih orodij. 
 
V nalogi smo raziskovali mikorizni potencial pri AM glivah, temnih septiranih endofitih 
(TSE) in modro obarvanih septiranih endofitih (MSE) v remediiranih in originalnih tleh, 
glede na lokacijo (Avstrija – AT in Slovenija – SLO) in prisotnost inokuluma (da/ne) v 
letih 2016 in 2017. V vzorcih smo opazovali hife, arbuskule, spore in vezikle. Prisotni pa 
so bili tudi drugi mikrosklerociji, ki so predvidoma pripadali temno septiranim endofitom 
(TSE) ali nepoznanim koreninskim endofitom. Samih mikrosklerocijev nismo opazovali, 
smo pa opazovali prisotnost hif, ki so bile temno septirane ali modro obarvane in tudi 
septirane. Vzorci so bili odvzeti 3. 8. 2016 in 17. 11. 2017.  
Kolonizacija korenin z AM glivami 
Ugotovili smo, da je bila stopnja mikorizne kolonizacije z AM glivami v letu 2016 
zanemarljiva, kar smo tudi potrdili z molekulsko analizo združb AM gliv v koreninah 
vzorčenih rastlin (uspešnost PCR pomnoževanja je predstavljena na sliki 16 in 17). Pri 
oceni mikorizne kolonizacije AM gliv smo zasledili prisotnost gliv v avstrijskih ne-
remediiranih (AT orig) tleh in avstrijskih ne-remediiranih tleh z dodanim inokulumom (AT 
orig + I). Z molekulsko analizo smo potrdili uspešnost pomnoževanja PCR produkta. 
Pomnožek fragmentov se je pokazal pri avstrijskih ne-remediiranih tleh z dodanim 
inokulumom (AT orig +I) in avstrijskih remediiranih tleh z dodanim inokulumom (AT rem 
+I). V ostalih vzorcih mikorizne kolonizacije ni bilo. Zakaj je prišlo do razlik med oceno 
kolonizacije in molekulsko analizo? (1) Uporabljeni začetni oligonukleotidi (AM1/NS31) 
lahko v primeru zelo majhne količine glivne DNA nespecifično pomnožijo tudi rastlinsko 
DNA, kar nam daje lažno pozitiven rezultat – pomnožen fragment na gelu. (2) DNA 
izolacija je bila narejena iz polovice celotnega vzorca korenin na način, da je bila ta 
polovica korenin v celoti homogenizirana z mletjem. Tako je možno, da so bile pri 
pregledu kolonizacije vseeno prisotne glive v vzorcu, vendar smo pogledali premalo 
korenin pod mikroskopom (glede na celotni vzorec).  
Rezultati so pokazali, da se je kolonizacija korenin Lolium perenne L. povečala med 
dvema časovnima točkama tekom poskusa. Rezultati gela I. vzorčenja (3. 08. 2016) niso 
pokazali prisotnosti mikorize. Mikoriza se je pri nekaterih rastlinah (Maček in sod., 2018) 
vzpostavila po cca. 4 mesecih (II. vzorčenje, 2. 11. 2016) od setve rastlin Lolium perenne 
L. (setev, 11. 7. 2016). Pri tretjem vzorčenju (7. 06. 2017) pa so vidni pomnožki pri vseh 
obravnavanjih. Iz slik 17 in 18 tako sklepamo, da so glivni endofiti potrebovali nekaj časa 
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– cca. 1 leto (od časa setve rastlin, 11. 07. 2016 do III. vzorčenja 07. 06. 2017), da so 
uspešno in v zadostni količini kolonizirali korenine rastline Lolium perenne L. Ti podatki 
(Maček in sod., 2018) tudi sovpadajo z našimi rezultati kolonizacije. V letu 2017 (IV. 
vzorčenje, 17. 11. 2017) je bila kolonizacija korenin Lolium perenne L. zaznana pri vseh 
obravnavanjih.  
 
Rezultati gostote spor in veziklov so pokazali, da so imela avstrijska remediirana tla (AT 
rem) značilno večjo gostoto spor in veziklov od ostalih obravnavanj. Spore so po mnenju 
mnogih najpomembnejša vrsta inokuluma, vendar je njihovo število pogosto slabo 
povezano s tvorbo mikorize v tleh. Spore AM gliv, ki so prisotne v tleh ne delujejo kot 
propaguli, če so mirujoče (neaktivne, ker so talne razmere neugodne) ali pa imajo prirojeno 
obdobje mirovanja, ki jim pomaga preživeti obdobje neugodnih razmer v tleh (Brundrett, 
2009). Predvidevamo lahko, da je to eden od možnih razlogov, da smo v ostalih 
obravnavanjih našli nizko gostoto spor in arbuskulov. 
 
Ugotovili smo sorazmerno nizko gostoto arbuskulov (A % in a %) pri slovenskih ne-
remediiranih tleh (SLO orig), pri ostalih obravnavanjih pa ni presegla 1 % ali ni bila 
zaznana. Gostota arbuskulov ni bila statistično podprta zaradi visokega nihanja podatkov v 
parametrih kolonizacije korenin rastlin. Prisotnost arbuskulov v koloniziranem delu 
koreninske skorje odraža fiziološko aktivno simbiozo. Gre za kratkoživeče strukture, ki so 
lahko odsotne, če se vzorci zbirajo, ko so korenine neaktivne (Brundrett, 2009). Lahko 
domnevamo, da so v času vzorčenja propadli ali se niso razvili oz. mikoriza v času 
vzorčenja ni bila v fazi tvorbe arbuskulov. Sonjak in sod. (2009) poročajo tudi o znatnem 
zmanjšanju gostote arbuskulov v koreninah različnih rastlin, ki naravno rastejo na 
območjih, onesnaženih s težkimi kovinami. 
Kolonizacija korenin s septiranimi endofiti 
Statistično analizo smo naredili za leto 2017, kjer smo primerjali povprečne vrednosti 
ocenjenih glivnih parametrov (frekvenca delov korenin z glivo F %, intenziteta mikorize M 
% in intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine m %) temno septiranih endofitov 
(TSE) in modro septiranih endofitov (MSE). 
Rezultati so pokazali, da so bile korenine Lolium perenne L. kolonizirane z MSE in s TSE. 
TSE so lahko koristni za gostiteljsko rastlino, vendar ni jasno v kolikšni meri je 
kolonizacija podobna mikoriznim glivam in če je simbioza vzajemna (Postma in sod., 
2007). 
Pri TSE so se statistične razlike pojavile pri intenziteti mikorize v koloniziranih delih 
korenine (m %). V slovenskih originalnih tleh z dodanim inokulumom (SLO orig + I) je 
bila infektivnost TSE precej višja kot pri slovenskih originalnih (SLO orig) tleh.  
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Infektivnost TSE (m %) je bila višja pri slovenskih originalnih tleh z dodanim inokulumom 
(SLO orig + I) v primerjavi s slovenskimi remediiranimi tlemi z dodanim inokulumom 
(SLO rem + I). Pri MSE so se razlike v intenziteti mikorize (M %) pojavljale znotraj 
slovenskih tal. V slovenskih remediiranih tleh (SLO rem) je bila značilno manjša 
prisotnost MSE v primerjavi s slovenskimi originalnimi (SLO orig) tlemi. Avtorji poročajo 
o rezultatih, ki so pokazali, da kolonizacija korenin z DSE povzroči izrazito toleranco na 
povečane vsebnosti Cd (npr. Xu in sod., 2015 Wang in sod., 2016). Xu in sod. (2015) so 
ugotovili, da je prisotnost DSE na mestih, ki so močno onesnažena s kovinami, pokazala 
višjo toleranco na Cd2+ od tistih iz rahlo onesnaženih parcel.  
 
Kolonizacija korenin s koreninskimi endofiti je lahko koristna za rastline, ki rastejo na 
kislih tleh, ki so revne s hranili. Postma in sod. (2007) poročajo o pozitivni povezavi med 
nižjim pH in kolonizacijo TSE. Z zniževanjem pH se je kolonizacija TSE povečala. Naši 
rezultati pa so pokazali precej nižjo infektivnost TSE v kislih avstrijskih ne-remediiranih 
tleh z dodanim inokulumom (AT orig +I) v primerjavi s slovenskimi ne-remediiranimi 
tlemi z dodanim inokulumom (SLO orig +I). 
 
Razlike v intenziteti mikorize MSE pa so se pojavile tudi pri slovenskih ne-remediiranih 
(SLO orig) tleh in slovenskih ne-remediiranih tleh z dodanim inokulumom (SLO orig +I). 
Intenziteta mikorize MSE (M %) je bila manjša pri slovenskih originalnih tleh z dodanim 
inokulumom (SLO orig +I). Ker nismo identificirali MSE, težko potrdimo zakaj je prišlo 
do teh razlik.  
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6  SKLEPI                  
Sklepi, ki se nanašajo na izhodiščne hipoteze:  
H1: V tleh, onesnaženih s težkimi kovinami, bo večji mikorizni potencial kot v 
remediiranih tleh.  
Ugotovili smo, da so imela remediirana avstrijska tla značilno večjo kolonizacijo korenin 
Lolium perenne L. z glivami kot ne-remediirana tla, medtem ko smo pri slovenskih tleh 
opazili ravno obratno. Pri določenih obravnavanjih smo ugotovili povečano intenziteto 
mikorize (M %) in povečano intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenine (m %) 
AM gliv v remediiranih tleh (avstrijska remediirana tla (AT rem) imajo večji M % in m % 
kot ne-remediirana (AT orig)). Ena od možnosti, zakaj je prišlo do teh rezultatov je, da so 
bili lonci postavljeni zunaj, tako je z vetrom in vodo prišlo do disperzije spor (inokulacije 
substrata) iz okoliških površin. Druga možnost je, da so spore preživele proces 
remediacije.  
V drugem primeru pa smo ugotovili povečan m % AM gliv pri slovenskih ne-remediiranih 
tleh z dodanim inokulumom (SLO orig + I) v primerjavi z remediiranimi tlemi z dodanim 
inokulumom (SLO rem + I). Razlike se verjetno pojavijo zaradi različnega pH tal. 
Ko smo opazovali MSE smo opazili večji delež M % (MSE) v slovenskih originalnih (SLO 
orig) tleh v primerjavi s slovenskimi remediiranimi (SLO rem) tlemi. Prav tako smo opazili 
večji delež m % (TSE) v slovenskih ne-remediiaranih tleh z dodanim inokulumom (SLO 
orig + I) v primerjavi z remediiranimi tlemi z dodanim inokulumom (SLO rem + I). Večji 
delež septiranih endofitov (SE) lahko pripišemo izraziti toleranci SE na povečane 
vsebnosti PTK v tleh.  
H2: S časom se bo mikorizni potencial v remediiranih tleh povečal. 
Naši rezultati so potrdili hipotezo 2. Po prvem vzorčenju (3. 08. 2016) je bila kolonizacija 
korenin zanemarljiva, v 4 vzorčenju (17. 11. 2017) pa se je kolonizacija korenin Lolium 
perenne L. z AM glivami močno povečala.  
H3: Pri rastlinah, inokuliranih z okoljskim inokulumom (rizosferna tla), bo večji delež 
korenin koloniziran z arbuskularnimi mikoriznimi glivami, kot v kontrolnih obravnavanjih 
(brez inokuluma).  
Rezultati so pokazali, da se avstrijska remediirana (AT rem) tla in avstrijska remediirana 
tla z dodanim inokulumom (AT rem + I) razlikujejo. Nižje vrednosti izmerjenih 
parametrov so se pojavile v avstrijskih remediiranih tleh z dodanim inokulumom (AT rem 
+ I). Zaključimo lahko, da se dodatek inokuluma ni obnesel. V prihodnje bi bilo dobro 
preučiti lastnosti inokuluma ter mikrobne združbe v njem in izbrati ustrezni inokulum 
glede na lastnosti tal.  
44 
Rajniš T. Sukcesija kolonizacije korenin vrste Lolium perenne ... mikoriznimi glivami po postopku remediacije tal.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
Najmanj, ali pa sploh ne, je bilo prisotnih arbuskulov v koreninah rastlin. Arbuskuli so se 
pojavili v večjem deležu v slovenskih ne-remediiranih (SlO orig) tleh. To lahko pripišemo 
temu, da so arbuskuli kratkoživeče strukture in so v času vzorčenja propadli oz. mikoriza v 
času vzorčenja ni bila v fazi tvorbe arbuskulov. Arbuskuli so se pojavili v večjem obsegu 
le v koreninah rastlin, vzorčenih v slovenskih ne-remediiranih (SLO orig) tleh. Nekaj več 
je bilo prisotnih spor in veziklov, ki so se pojavili v večjem obsegu pri AT rem tleh.  
 
Kolonizacija korenin z mikoriznimi glivami nam poda informacijo o prisotnosti mikorize, 
ne poda pa nam informacij o raznovrstnosti (diverziteti in sestavi združb) AM in SE gliv v 
koreninah. Zato so potrebne molekulske analize združb endofitskih gliv v vzorcih.  
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7  POVZETEK 
 
Usoda različnih kovin v naravnem okolju je zaskrbljujoča, zlasti v bližini rudnikov, 
odlagališč, v mestnih območjih in industrijskih središčih. Ker večina kovin ni podvržena 
mikrobni ali kemični razgradnji, njihova skupna koncentracija v tleh vztraja še dolgo po 
vstopu v tla. Povečuje pa se tudi potreba po kmetijski proizvodnji zaradi naraščanja števila 
prebivalstva in vse večjih potreb po hrani in biogorivih. Zaradi te problematike je 
remediacija tal postala predmet mnogih raziskav. Remediacijo je mogoče doseči z 
različnimi metodami. Ena od teh metod je remediacija onesnaženih tal z ligandom 
etilendiamin tetraocetna kislina (EDTA). Ker pa so postopki, potrebni za remediacijo tal 
onesnaženih s PTK, pogosto škodljivi za večino živih organizmov, je po končani 
remediaciji potreben postopek revitalizacije tretiranih tal. Ena od rešitev za izboljšanje 
odpornosti rastlin na toksičnost kovin in ponovno vzpostavitev rodovitnosti tal je 
arbuskularna mikoriza. AM glive kolonizirajo korenine rastlin in znatno zmanjšajo vnos 
PTK v rastlinske celice. Poleg AM gliv pa zelo pogosto kolonizirajo korenine rastlin tudi 
septirani glivni endofiti, katerih učinki kljub visoki pogostosti in sumu ekološkega 
pomena, ostajajo nejasni. 
 
Raziskovalno delo je bilo opravljeno na laboratorijskem polju Biotehniške fakultete Oddelka 
za agronomijo. V poskus so bila vključena tla, ki so bila več 100 let izpostavljena rudarstvu 
in taljenju – karbonatna tla iz Slovenije (Mežiška dolina) in avstrijska kisla tla iz 
Arnoldsteina, ki se pomembno razlikujejo v pH. Polovico originalnih tal obeh lokacij smo 
remediirali z EDTA, ki učinkovito odstrani PTK iz tal. Z namenom revitalizacije tal smo v 
lonce posejali rastline trpežne ljuljke (Lolium perenne L.) in ne-remediiranim (originalnim) 
in remediiranim tlom dodali tudi inokulum iz biodiverzitetno bogatega območja. Vzorčili 
smo korenine rastline trpežne ljuljke (Lolium perenne L.) v letih 2016 in 2017. 
 
Izvedli smo postopek določitve mikorizne kolonizacije v koreninah rastlin. Kolonizacijo 
korenin z AM smo kvantificirali po predhodni presvetlitvi korenin s KOH in naknadnem 
barvanju glivnega tkiva znotraj korenin z barvilom. Pri posameznem vzorcu smo ocenjevali 
hife, gostoto arbuskulov ter spor AM gliv, ter septirane endofite (temne septirane endofite in 
modro obarvane septirane endofite). Na podlagi ocen smo izračunali parametre mikorizne 
kolonizacije: frekvenco delov korenin z glivo (F %), intenziteto mikorize (M %), 
intenziteto mikorize v koloniziranih delih korenin (m %), gostoto arbuskulov v delu 
korteksa z mikorizno kolonizacijo (a %), gostoto arbuskulov v koreninskem sistemu (A %) 
ter spore in vezikle. Vpliv remediacije, lokacije in inokuluma ter njihove interakcije smo 
ugotavljali z uporabo analize ANOVA. 
 
Rezultati naloge so pokazali učinkovito zmanjšanje vsebnosti Pb, Zn in Cd v ne-
remediiranih (originalnih) tleh po remediaciji tal z EDTA. V ne-remediiranih (originalnih) 
tleh iz Mežiške doline je remediacija povzročila znižanje Pb za 577,8 mg/kg, Zn za 203 
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mg/kg in Cd za 4,2 mg/ kg. V kislih tleh iz Arnoldsteina pa so bile vsebnosti Pb po 
remediaciji znižane za 583,6 mg/kg, Zn za 194 mg/kg in Cd za 4,1 mg/ kg. Tla so po 
remediaciji imela višji pH, vsebnost organske snovi pa se je znižala.  
 
Ocena kolonizacije AM gliv nam je pokazala, da se je kolonizacija korenin Lolium perenne 
L. z AM glivami močno povečala v letu 2017 v primerjavi z letom 2016. Ob pregledu 
parametrov AM gliv smo ugotovili povečan mikorizni potencial v avstrijskih remediiranih 
(AT rem) tleh v primerjavi z avstrijskimi ne-remediiranimi (AT orig) tlemi. Medtem ko 
smo ugotovili pri slovenskih ne-remediiranih tleh z dodanim inokulumom (SLO orig + I)  
višji mikorizni potencial v primerjavi s slovenskimi remediiranimi tlemi z dodanim 
inokulumom (SLO rem + I). V vzorcih, vzorčenih v letu 2017, smo našli tudi nekaj 
arbuskulov, največ v vzorcu slovenskih ne-remediiranih (SLO orig) tal, pri ostalih pa 
gostota arbuskulov ni presegla 1 % ali pa jih sploh ni bilo. Analiza gostote spor in veziklov 
pa je pokazala visoko vrednost le v avstrijskih remediiranih (AT rem) tleh, v ostalih 
primerih pa je ničelna. Uporaba inokuluma iz biodiverzitetno bogatega območja ni privedla 
do večje prisotnosti AM gliv v koreninah rastlin. Rezultati so pokazali celo nižje vrednosti 
izmerjenih parametrov v avstrijskih remediiranih tleh z dodanim inokulumom (AT rem + I)  
v primerjavi z avstrijskimi remediiranimi (AT rem) tlemi. 
 
Ko smo opazovali MSE smo opazili večji delež M % (MSE) v slovenskih ne-remediiranih 
(SLO orig) tleh v primerjavi s slovenskimi remediiranimi (SLO rem) tlemi. Prav tako smo 
opazili večji delež m % (TSE) v slovenskih ne-remediiranih tleh z dodanim inokulumom 
(SLO orig + I) v primerjavi s slovenskimi remediiranimi tlemi z dodanim inokulumom 
(SLO rem + I). Večji delež septiranih endofitov (SE) lahko pripišemo izraziti toleranci SE 
na povečane vsebnosti težkih kovin v tleh.  
 
Zaključimo lahko, da je remediacija učinkovito zmanjšala vsebnosti Pb, Cd in Zn v 
originalnih tleh. Kljub temu, da je remediacija tal negativno vplivala na prisotnost AM gliv 
v letu 2016, lahko rečemo, da je bila revitalizacija tal uspešna. Na splošno smo ugotovili 
precej višji mikorizni potencial AM gliv v koreninah vzorčenih rastlin v letu 2017.  
Rezultati pa so pokazali, da se dodatek inokuluma ni obnesel. 
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